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(57) Abstract 

The invention concerns the use of nucleotide analogues, defined as molecules acceptable as substrate of the reverse-transcription 
response and enabling the addition of at least one supplementary nucleotide to the polynucleotide chain during synthesis to affect and/or take 
over control of the fidelity and execution of the reverse transcription. The invention also concerns a pharmaceutical composition containing 
said nucleotide analogues. 



(57) Abrege 

La presente invention porte sur l'utilisation d'analogues de nucl6otides, ddfinis comme des molecules capables d'etre prises 
comme substrat de la reaction de reverse transcription et de permettre 1' addition d'au moins un nucleotide supptementaire a la chaine 
polynudeotidique en cours de synthese pour affecter et/ou prendre le controle de la fidelite et la processivit6 de la reverse transcription. 
Elle concerne 6galement la composition pharmaceutique contenant ces analogues nucleotidiques. 
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Methode pour controlcr la fidelite ct la processivite dc la reverse transcriptase par 
incorporation et polymerisation d'analogues de nucleotides acceptes commc 
substrats de la reaction de reverse transcription sans bloquer son elongation. 

5 La presente invention concerne notamment le traitement des pathologies induites 

par les virus retroifdes notamment HIV 1 en utilisant des analogues nucleotidiques qui 
module la fidelite et la processivite de la reverse transcriptase de ce virus. 

Les virus responsables du syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA) ont 
fait Pobjet de nombreux travaux depuis 1981, date a laquelle la maladie a ete pour la 
10 premiere fois identifier Le SIDA est un probleme de sante publique pour beaucoup de 
pays dans le monde. Ainsi aux USA par exemple, le nombre de cas de SIDA declares 
depasse les 100 000 et le nombre de personnes infectees a ete estimees a plus de un 
million. La propagation de la maladie est accentuee du fait du nombre de porteurs 
chroniques du virus responsable du SIDA qui restent asymptomatiques pendant de 
15 nombreuses annees, sinon leur vie entiere, et sont done des sources de contagion non 
identifies. Cette maladie est transmissible par voies sexuelle et sanguine. 

Le SIDA est une maladie qui affecte le systeme immunitaire de Phote, favorisant 
ainsi Paipparition defections opportunistes ou de pathologies contre lesquelles un 
systeme immunitaire sain aurait protege Phote. Lorsque le SIDA est declare, la mort 
20 survient generalement deux a trois ans apres le diagnostic suite a un effondrement des 
defenses immunitaires du patient et a de multiples infections opportunistes. 

II est tres difficile de classer les virus du SIDA vu P extreme variability genetique 
et antigenique dont ils font preuve ; on admet classiquement qu'il existe deux types de 
virus responsables du SIDA humains : HIV-1 et HIV-2 (Fauci, 1998). Le virus HIV-1 
25 est Pagent responsable du SIDA en Afrique centrale, en Europe, aux USA et dans 
beaucoup d'autres pays, tandis que HIV-2 est predominant dans Pouest de PAfrique. 
L'analyse comparative precise de differents genomes viraux a montre que le virus HIV- 
2 est plus proche des virus simiens du macaque (SIVmac) et du mangabe (SIVsm) qu'il 
ne Pest du virus humain HIV-1 et de son homologue chez le chimpanze (SIVcpz). Outre 
30 les trois types de virus simiens, il existe des virus felins et chez d'autres mammiferes. 

Les virus du SIDA font parti du groupe des virus retroides dont la caracteristique 
commune majeure est d'utiliser au cours du cycle viral et infectif une enzyme tres 
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particuliere la reverse transcriptase (RT). La caracteristique de cette enzyme est de 
catalyser la synthese d'un ADN double brin a partir d'une matrice d'ARN simple brin. 
Les divers membres du groupe des retroides comportent les retrovirus (oncogenes et 
non oncogenes), les hepadnavirus (virus des hepatites) et les caulimovirus (virus des 
5 plantes superieures). Dans le groupe des retrovirus, on distingue classiquement trois 
sous-groupes : les oncovirus a ARN, les lentivirus (HIV) et les spumavirus. 

Beaucoup d'efforts ont ete entrepris pour tenter de comprendre et d' identifier les 
bases moleculaires de chaque etape du cycle viral de HIV afin de developper des 
therapies curatives ou preventives du SIDA. Le recepteur CD4 est la molecule dont le 
10 role est predominant lors de P infection par le HIV ; ce recepteur est localise a la surface 
de plusieurs cellules du syteme immunitaire : les lymphocytes T4 auxiliaires, les 
monocytes et les macrophages. Gene molecule interagit avec une grande affinite avec 
des glycoproteins virales (gpl20 pour HIV-1 et gp!40 pour HIV-2) enchassees dans 
Penveloppe virale externe. Le virus n'entre dans la cellule-cible porteuse du recepteur 
15 CD4 qu'en presence d'un cofacteur (par exemple CCR5, CCR3 et CCR2b) qui permet 
la fusion de Penveloppe virale avec la membrane cellulaire (Alkhatib et al., 1996 ; Deng 
et al., 1996, Choe et al., 1996) Lorsque le virus infecte la cellule, son ARN genomique 
est libere. La reverse transcriptase (RT) catalyse la synthese d'ADN proviral dans le 
cytoplasme dans Pheure qui suit Pinfection. Apres retrotranscription, la molecule 
20 d'ADN double-brin virale resultante, penetre dans le noyau de la cellule infectee. 
LMntegrase P32 clive TADN genomique de la cellule hote permettant ainsi a l'ADN 
nucleaire ouvert d'acceuillir TADN proviral (Kim et al., 1989 ; Sato et al., 1992). II ne 
semble pas y avoir a priori de regions d'integration preferentielles dans les 
chromosomes des cellules cibles. L'integration est suivie d'une longue periode de 
25 latence puis le provirus integre est exprime (transcription et traduction de ses genes). II 
est transcrit en ARN qui servira de genome pour de nouveaux virions et egalement de 
messager pour la synthese des proteines virales. 

Pour de multiples raisons, le mecanisme de replication de HIV pose de 
nombreux problemes pour Pobtention d'une therapie efficace. En effet, l'ADN proviral 
30 de par son integration dans le genome cellulaire se comporte comme un element 
genetique de Phote. D'autre part, le virus HIV est dissemine a travers tout le corps dans 
les lymphocytes T, les monocytes, les macrophages ainsi que dans le systeme nerveux 
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central. Enfin, le virus HIV possede une variabilis antigenique extremement importante 
ayant deux causes principles : la faible fidelite de la reverse transcriptase virale 
(Gojobori et al. (1985) ; Jolly et al. (1986)) qui ne possede pas de mecanisme de 
correction des erreurs et le taux important de recombinaison du genome viral lie a la 
nature diploide de ce meme genome (Pathak et al., 1 990 a et b ; Hu et Temin, 1 990b). 

Les diverses therapies curatives employees actuellement en clinique consistent 
pour l'essentiel en une attaque frontale du virus soit en bloquant l'activite de la reverse 
transcriptase, soit en inhibant l'activite d'enzymes virales indispensables pour l'infection 
ou la replication (proteases, integrases). Divers antiviraux traditionnels ont ete identifies 
par evaluation systematique (criblage) de molecules ameliorees par substitutions 
chimiques successives apres demonstration d'un effet antiviral. Plus recemment, la 
construction a partir de modeles moleculaires cristallographiques d'inhibiteurs viraux en 
visant une stricte adaptation de leur cible a ete exploree. Ces medicaments sont classes 
selon leur site d'action et leur structure chimique. - Les plus utilises dans les essais 
cliniques en multitherapie sont des inhibiteurs de la reverse transcriptase nucleotidiques 

et non nucleotidiques. 

Les analogues nucleotidiques developpes jusqu'ici interfered avec l'infection de 
HIV et sa replication de HIV par des incorporations specifiques inhibitrices de la 
reverse transcriptase. En effet lorsque la reverse transcriptase incorpore a la chaine 
ADN en cours de synthese des composes chimiques analogues aux nucleotides bloques 
en 3', la molecule ainsi neosynthetisee se termine par un site incapable d'accepter 
l'addition avec un autre nucleotide. L'ADN tronque a perdu une partie de l'information 
genetique et presque certainement son infectivite. 

Parmi ces agents il faut citer le 3 , -azido-3'-deoxythimidine (AZT), le 2 , ,3'- 
dideoxyinosine (ddl), le 2 1 ,3 , -dideoxycitidine (ddC), le 2',3'-dideoxy-3'-thiacytidine 
(3TC), le 2 , ,3 , -didehydro-2\3 , -dideoxythymidine (D4T) et le 2'-deoxy-5-fluoro-3'- 
thiacytidine (FTC). L'utilisation clinique de l'AZT permet de diminuer la frequence et la 
gravite des infections opportunistes et de reduire la mortalite chez les patients mais sa 
toxicite non negligeable en interdit l'utilisation continue. Meme si certains analogues 
s'averent moins toxiques, tel que la dideoxyinosine (ddl), tout en etant aussi actifs que 
l'AZT, l'efficacite de ces agents reste limitee dans la mesure ou l'absorption de ces 
antiviraux entraine des effets secondaires. De plus, grace a son fort taux de mutation, le 
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virus HIV devient rapidement resistant a 1AZT et aux autres analogues nucleotidiques 
durant la therapie. L'emergence de res.stants rend necessaire l'augmentation des doses 
therapeutiques administrees aux patients. 11 a ainsi ete montre qu'au bout d'un certain, 
temps l'AZT pent inhiber certaines ADN polymerases cellulaires a des concentrations 
plus faibles que celles inhibant la reverse transcriptase de HIV-1, ce qui explique la 
toxicite de ces composes nucleotidiques. 

Un autre groupe d'inhibiteurs specifiques de la reverse transcriptase a ete 
decouvert plus reeemment en utilisant une approche tres differente. Mors que la 
recherche sur les analogues nucleotidiques suit un schema rationnel base 
essentiellement sur les proprietes d'agir comme terminateur de la reverse transcriptase, 
la decouverte des inhibiteurs non nucleotidiques vient de criblages systematiques dans 
les cellules infectees par le HIV-1, de substances non toxiques pour les cellules non 
infectees. Le premier inhibiteur decouvert fut le TIBO (Tetrahydroimidazo-(4, 5,1-1, 
jk)(l,4)-benzodiapezine-2(lH)-one) suivi d'autres composes comme le HEPT (l-[(2- 
hydroxyethoxy)-methyl]-6-phenylthiothymine), le TSAO ([2', 5«-bis-0-(tert- 
butyldimethylsilyl)-beta-D-ribofuranosyl]-3'-spiro-5"-(4"-amino-l", 2«-oxathiole-2", 
2"-dioxide) et 1'alpha-APA (alpha-anilinophenylacetamide). D'autres inhibiteurs non 
nucleotidiques comme la nevirapine et le BAHP (bis(etheroaryl)-piperazine) ont ete 
identifies grace a leur pouvoir inhibiteur de la reverse transcriptase in vitro. 
Contrairement aux analogues nucleotidiques qui sont egalement actifs contre d'autres 
reverse transcriptases, les inhibiteurs non nucleotidiques sont extremement specifiques 
vis-a-vis de la reverse transcriptase de HIV-1, ils n'affectent pas les polymerases de 
HIV-2, du virus d'immunodeficience simien SIV, du virus d'immunodeficience du felin 
FIV et des retrovirus aviaires et murins. 

L'utilisation prolongee des compositions pharmaceutiques actuelles comportant 
des inhibiteurs nucleotidiques et non nucleotidiques conduit, quel que soit 1'inhibiteur 
utilise, au developpement de retrovirus variants qui presentent une resistance a ces 
composes. Ainsi des etudes cliniques ont montre qu'environ 60 a 75% des patients 
possedent, a un stade avance de la maladie, des variants resistants aux drogues apres une 
30 annee de traitement a l'AZT (Japour e/ a/, 1991). 

L'echec des therapies curatives actuelles necessite done le developpement de 
nouvelles strategies therapeutiques pour lesquelles la reverse transcriptase reste une 
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cible privilegiee pour combattre l'infection retrovirale. II est necessaire de bien 
comprendre que la faible fidelite de la reverse transcriptase de HIV conduit certes a 
produire un grand nombre de virions non infectieux, ce qui pour le virus pourrait etre 
considere comme un handicap (mais neanmoins immunogenique, done servant de 
"leurre" pour les lymphocytes circulants), mais que e'est precisement grace a cette faible 
fidelite que le virus est capable de produire des souches mutees qui echappent au 
systeme immunitaire circulant, ce qui constitue un probleme majeur pour mettre au 
point une strategie vaccinale ou trouver une therapie. 

En effet, les reverse transcriptases possedent une fidelite de polymerisation 
faible due en partie a 1' absence de mecanisme de correction d'erreurs (activite 
proofreading). La frequence importante d'erreurs introduites par les reverse 
transcriptases est done l'une des principales causes des mutations virales. La reverse 
transcriptase de HIV par exemple fait en moyenne une erreur sur 10000 ce qui a pour 
consequence de conferer a la progeniture un taux ,de mutation eleve et un litre 
15 d'infectivite faible du a la presence d'un grand nombre de mutants non infectieux. Le 
taux de mutations introduites par la reverse transcriptase de ce virus est de l'ordre de 
1000 a 100 000 fois superieur a celui observe pour les ADN-polymerases cellulaires. 
Mais si la grande majorite des virions ne sont pas infectieux, ceux qui le sont, sont 
surtout mutes dans les genes non vitaux codant pour les proteines immunogenes de 
20 l'enveloppe virale, e'est-a-dire les proteines-cle dans une strategie vaccinale 
traditionnelle. Ainsi, lors de chaque infection retrovirale, des millions de variants 
genetiques peuvent exister en meme temps chez un hote infecte (Domingo et al., 1 985) 
et peuvent ainsi echapper a Taction du systeme immunitaire en attendant que ce dernier 
reagisse aux epitopes modifies. II s'en suit une spirale mutation d'epitopes 
25 viraux/production d'anticorps diriges contre les epitopes viraux; le virus, tout en 
sacrifiant a chaque cycle de reproduction la majeure partie de sa progeniture, produit 
des varietes virales echappant a la defense immunitaire ambiante car le cycle viral est de 
moins d'un jour alors que celui de la reponse immunitaire est de plusieurs jours. Cette 
course-poursuite est d'autant plus a 1'avantage du virus que la multiplication des 
30 epitopes viraux affaiblit et epuise progressivement l'efficacite de la reponse immunitaire 
dont les cellules sont la cible du virus. 
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La presente invention repose sur 1'analyse du mode daction de la reverse 
transcriptase. 

La reverse transcriptase de HIV-1 possede deux sous-unt.es de 66 e. de 51 kDa 
(Di Mareo Veronese et al., 1986). La sous-unite P66 possede les aertvttes 
5 polymerases e, ribonucleasiques. Les donnees cristallographiques et etnettques 
m0 n.ren, que la reverse transcriptase de HIV-1 presente des degres de flextbthte au 
niveau du site ca.aly.tque en parttculier permettan, un jeu assez important dans les 
positionnements re.a.ifs du deoxyribonucleoside .riphosphate (dNTP) en instance 
incorporation, de sa base matrice e. de fextremite 3'OH du brin naissan,. Par atlleurs, 
,„ la double helice se presen.e en conformation A pour les 5 demieres paires de bases 
fomtees, en conformation. B au de.a, avec un coude de 40° entre les deux 
conformations. Certaines des con.rain.es de sequences no.ees ci-dessus donnen, Iteu a 
des parricularites confonrtationnelles sponlanees permanen.es (helice A pour les sut.es 
de plus de 4 a 5 purines, helice H pour les suites de 3 adenines et plus, coude a la 
,5 jonction entre les conformations B e. A ou B e. H). La presence dans les 20 patres de 
bases couver.es par 1'enzyme de 1'une ou tab. de ces con.ratn.es de sequences pen. 
eloigner le dNTP du 3'OH du brin naissan. au point d'empecher 1'elonga.ton (perte de 
processivite), ou encore presenter le dNTP a sa base matrice dans une disposition ne 
permenan. pas I'appariemen. Watson-Crick comple, requis pour la fideli.e. Le .ravatl 
2 0 experiment montre precisemen. que la majorite des misinsertions son. compares 
avec des appariements Wobble du dNTP avec sa base matrice, qui seraient autonses par 
la flexibilite de leur posi.ionnement rela.if, determine principalemen, par la 
conformation de la double helice engagee dans Penzyme. 

Cette observation permet denvisager de prendre le controle de I'express.on et 
25 des effets biologiques du fragment d' ADN ou du genome retrotranscri. par la m.se en 
oeuvre ^analogues de nucleotides ou autres molecules acceptes comme snbstrats de 
polymerisation par la reverse transcriptase. La presente invention concenre done 
^utilisation dialogues nucleotides acceptes comme substrat par la reverse 
transcript pour la realisation dun medicament desrine au trai.emen. des affec.tons 
30 faisan. intervenir la reverse transcriptase, carac.erise en ce que lesdhs analogues 

nucleotidiques posseden. un groupemen, 3'-OH, protege ou non, situe sur la carbone 
. du r-desoxyribose, ledi. groupemen, erant capable d'echanger des hatsons 
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phosphodiester avec la chaine naissante et le nucleotide suivant, et caracterise en ce que 
lesdits analogues nucleotidiques ne terminer* pas la reaction de reverse transcription. 

11 convient de bien comprendre que les analogues de nucleotides selon 
Invention ne sont pas des agents antiviraux immediats c'est-a-dire stoppant net le cycle 
viral, mais qu'ils constituent des agents permettant de prendre le controle de l'execution. 
(processivite) et de la precision (fidelite) de la reverse-transcription, retroviral en 
particulier. Les analogues nucleotidiques selon invention prennent. le controle des 
caracteristiques genetiques du materiel retro-transcrit. 

L'utilisation des analogues nucleotidiques selon invention pour la realisation d'un 
medicament destine au traitement des affections faisant intervenir la reverse 
transcriptase se distingue de celle des analogues nucleotidiques de Part anterieur par le 
fait que Taction des analogues nucleotidiques de Invention est differee et ne provoque 
pas un blocage et un arret immediat de la synthese de la chaine naissante. En effet, les 
analogues nucleotidiques inhibiteurs de la reverse transcriptase de l'art anterieur utilises 
,5 comme antiviraux, parmi lesquels il convient de citer l'AZT, le DDC, le DDI, le D4T, le 
3TC, le FddCIUrd, le carbovin, le PMEA, le PMPA sont tous depourvus du groupement 
3--OH sur le carbone C3' du desoxyribose rendant incapable la chaine naissante, ayant 
incorpore cet analogue nucleotidique terminateur de chaine, d'echanger une liaison 
phosphodiester avec le nucleotide suivant. L'utilisation de tels analogues nucleotidiques 
20 terminateurs des chaines ont ete divulgues dans differentes publications scientifiques de 
1'art anterieur. Ainsi, les publications De Clercq (1997), Morris Jones et al. (1997), 
Patick et al. (1997), Debyser et De Clercq (1996), De Clercq et Balzarini (1995, 11 
Farmaco, 50 : 735-747) et Granier et Valantin (1998) evoquent l'utilisation d'antiviraux 
nucleosidiques / nucleotidiques terminateurs de chaine comme agents mono- ou 
25 multitherapeutiques. Par ailleurs, la publication de Tong et al. (1997, Biochemistry 36 
(19) : 5749-5757) decrit l'utilisation d'analogues nucleotidiques terminateurs de chaine 
sous la forme triphosphate pour stabiliser le complexe forme entre la reverse- 
transcription et la molecule d'ADN. Tong et al. mentionnent uniquement l'utilisation du 
dUTP et de dITP pour la stabilisation du complexe forme afin d'etudier la resistance a la 
dissociation des complexes en fonction du nucleotide triphosphate utilise et ne 
suggerent a aucun moment une utilisation selon la presente invention. Egalement, un 
article de Mac Intosh et Haynes (1997) constitue une speculation sur le role de l'enzyme 
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d'UTPpyrophosphatase (dUTPase) virale qui catalyse la reaction de dephosphorylation 
du dUTP (triphosphate) en dUMP (monophosphate) comme moyen d'eviter que les 
dUTP cellulaires ne soient incorpores dans le genome viral ; en effet, les retrovirus des 
primates dont le VIH fait partie n'ont pas de genes codant une dUTPase. Les auteurs 

5 suggerent que d'autres virus de primates codant la dUTPase supple son absence chez le 
VIH ; les auteurs suggerent en outre de combattre l'infection par le VIH en combattaht 
ces virus pourvoyeurs d'UTPases. Enfin, l'art anterieur mentionnne une demande 
internationale de brevet WO 96 40 166 revendique l'utilisation d'analogues de 
nucleotide pour combattre l'hyperproliferation pathologique de cellules de la peau. 

10 Par analogues de nucleotides on entend designer tout nucleotides autres que les 

nucleotides dits "normaux" que sont l'acide adenylique ou deoxyadenylique, l'acide 
guanylique ou deoxyguanylique, l'acide cytidylique ou deoxycytidylique, l'acide 
thymidylique ou deoxythymidylique, l'acide uridylique. Les analogues de nucleotides 
peuvent etre modifies a n'importe quelle position des nucleotides ; les analogues de 

15 nucleotides peuvent etre sous la forme de mono-, di- ou triphosphate, modifie ou non, 
pourvu que ces formes soient acceptees comme substrat par la reverse-transcriptase. Les 
analogues de nucleotides selon l'invention repondent plus generalement a deux criteres: 
(i) constituer un substrat de polymerisation par les reverse transcriptases ; (ii) ne pas 
bloquer la reaction de polymerisation nucleotidique au niveau du groupement situe sur 

20 le carbone C3' du 2'-desoxyribose de l'ahalogue nucleotidique incorpore; les molecules 
selon l'invention permettent l'addition d'au moins un nucleotide supplemental apres 
incorporation dans la chaine polynucleotidique naissante d'un analogue nucleotidique 
selon l'invention. Par la suite, on se referera pour simplifier a 1'ensemble de ces 
molecules comme "analogues de nucleotides", sachant que la portee de l'invention ne se 

25 restreint pas aux analogues naturels et qu'elle inclut toute molecule capable de ces deux 
activites, qu'elle contienne une base purique ou pyrimidique ou non, un oside pentose ou 
non et un groupement phosphate ou non. 

Ce qui caracterise les analogues nucleotidiques de l'invention est Jeur aptitude a 
30 poursuivre l'elongation de la chaine nucleotidique en cours de synthese, alors que les 
analogues nucleotidiques utilises dans l'art anterieur ont une activite terminateur de 
chaine* 
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Par « affection faisant intervenir la reverse transcriptase », on entend designer (i) 
toutes les pathologies d'ethiologie virale causees par des virus possedant une enzyme 
ayant une activite reverse transcriptase ; r ensemble de ces virus constitue le groupe des 
virus retroides defini precedemment ; et (ii) tous les processus biologiques faisant appel 
5 a une etape de reverse-tanscription ; il peut s'agir des processus qui impliquent 
l'enzyme telomerase qui possede une activite reverse transcriptase, il peut s'agir des 
phenomenes de retrotransposition d'elements mobiles ou de sequences d'ADN 
(sequences LINE par exemple). 

Les analogues de nucleotides utilises dans la presente invention affectent les 

10 multiples fonctions biologiques virales : Tinitiation, 1'elongation et la terminaison de la 
reverse transcription, la fidelite et de la processivite de la reverse transcription, le 
controle de Integration du genome retrotranscrit dans le genome cellulaire, l'expression 
et la replication du genome retrotranscrit et le cas echeant la production virale. Les 
effets biologiques de ces analogues nucleotidiqties peuvent se manifester 

15 immediatement ou ulterieurement, soit de la phase de reverse transcription en cours, soit 
au cours de l'une ou 1'autre des activites biologiques prenant place lors du cycle de 
reverse transcription (expression genetique du genome retrotranscrit, preparation du 
cycle de reverse transcription suivant ou ulterieur, cycle retroviral le cas echeant) soit au 
cours d'un cycle de reverse transcriptase ulterieure. Les effets biologiques vises ci- 

20 dessus ne se.manifestent que si les analogues de nucleotides ont ete introduits lors de la 
reverse transcription du brin ADN(-) dont la matrice est le genome d'ARN viral, et/ou 
du brin ADN(+) dont la matrice est le brin ADN(-). Parmi les facteurs determinant les 
effets biologiques, la fidelite et la processivite de la reverse transcription en presence 
des analogues de nucleotides possedent une place preponderante. 

25 Les mecanismes et facteurs intervenant dans la fidelite et la processivite de la RT 

retrovirale sont en effet exploites par le virus quand il utilise les nucleotides normaux, 
selon un dosage tres precis, lui permettant de cheminer sur Tetroite ligne de crete entre 
deux precipices ; d'un cote, la progeniture virale risque d' avoir un taux d'infectivite 
insuffisant, par suite d'une fidelite et/ou d'une processivite insuffisante ; de Tautre cote, 

30 une grande stabilite genetique due a une fidelite et/ou une processivite elevee(s), 
donnera lieu a une stabilite antigenique suffisante pour une reponse immunitaire 
efficace de Thote. La presente invention consiste a utiliser des analogues de nucleotides 
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pour prendre le controle de la fidelite et/ou de la processivite de la reverse transcriptase 
afin de faire basculer le virus dans Pun ou Pautre de ces precipices. Ainsi une 
augmentation de la fidelite et/ou de la processivite obtenue par Putilisation d'analogues 
nucleotidiques selon Pinvention a pour action d'allonger le delai entre l'antigenicite 
5 actuelle et une antigenicity nouvelle, ce qui a pour consequence d'augmenter l'efficacite 
des lymphocytes circulants ; a 1 'inverse, une diminution de la fidelite et/ou de la 
processivite liee a Putilisation dialogues nucleotidiques selon Pinvention a pour effet 
de reduire le titre des virus infectieux circulants. 

Un des objets de la presente invention est Putilisation d'analogues 

10 nucleotidiques permettant de controler a volonte la fidelite de la reverse transcription. 

On entend designer par fidelite, le taux d'erreur par base de la polymerase au 
cours de la synthase d'une chaine polynucleotidique a partir du brin matrice. Par erreur, 
on entend : (i) la substitution d'une base qui correspond au remplacement d'une base 
complementaire par une base non complementaire (la base complementaire d'une base 

15 matrice A est T (ADN) ou U(ARN), d'une base matrice G est C, d'une base matrice T 
(ADN) est A, d'une base matrice U (ARN) est A, d'une base matrice C est G) ; (ii) 
Paddition d'une ou plusieurs bases par rapport a la base matrice (insertion); (iii) 
1'omission d'une ou plusieurs bases par rapport a la base matrice (deletion). La fidelite 
est done la somme des nucleotides substitues, deletes ou inseres par la reverse 

20 transcriptase (ou a 1'occasion de remaniements genomiques), divise par le nombre total 
de nucleotides du brin matrice reverse transcrit. La fidelite de la RT de HIV-1 par 
exemple est estimee a 10~ 2 a 10~ 7 par nucleotide in vitro (Preston & Garvey, 1992), de 
10" 4 a 10" 6 par nucleotide au cours d'un cycle de replication in vivo, compare a 10" 9 a 
10* M par nucleotide, habituel pour les ADN polymerases cellulaires. Ces moyennes ont 

25 une valeur limitee, dans la mesure ou les mutations ne sont pas reparties au hasard, mais 
sont concentrees tres preferentiellement en des "points chauds" mutationnels. La 
fidelite est susceptible d'etre affectee par les mecanismes suivants : 
1) Une modification de la probability d'appariement Watson-Crick (WC) avec la base 
matrice, ce qui a pour consequence de provoquer des appariements non-Watson- 

30 Crick (i.e. des mesappariements) et ainsi de modifier le taux de mutation de 

substitution. Un certain nombre de facteurs sont susceptibles de favoriser les 
mesappariements au site actif ; on peut citer : (i) les facteurs physico-chimiques au 
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site actif influant sur la tautomerisation ou l'ionisation des nucleotides ; (ii) les 
facteurs steriques au site actif responsables d'une presentation du nucleotide 
triphosphate a la base matrice dans une disposition spatiale permettant Tun des 
multiples appariements non Watson-Crick, dont en particulier rappariement 
5 Wobble ; (iii) les facteurs cinetiques de la polymerisation, telle la concentration de 

nucleotide triphosphate au site actif, qui affectent la probability d'appariement 
. Watson-Crick ou de mesappariement. 
2) Une omission de complementer une ou plusieurs base(s) de la matrice, ce qui a pour 
consequence de modifier le taux de mutation de deletion ; 
10 3) Une addition de une ou plusieurs base(s) sans matrice, ce qui a pour consequence de 
modifier le taux de mutation d'insertion ; un certain nombre de facteurs sont 
susceptibles de favoriser les mutations de deletion et d'insertion au site actif: (i) les 
"glissernents", rendus possibles par la presence de courtes sequences identiques 
voisines (Bebenek K. & Kunkel, T.A. 1990 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 4946-50), 
15 les glissements sont souvent inities par un appariement non- Watson-Crick ; (ii) une 

distance et/ou une presentation spatiale inappropriee(s) de 1'extremite 3 'OH du brin 
naissant par rapport au nucleotide triphosphate (au site actif) et/ou la base matrice, 
pouvant conduire a une deletion d'une base si la distance est trop grande ou une 
insertion d'une base si elle est trop courte ; distance et presentation spatiale sont 
20 controlees entre autres par la conformation precise de la double helice d' environ 20 
paires de bases couverte par la RT, conformation qui depend de la sequence et/ou de 
la presence d'analogues de nucleotides. 
4) les rearrangements et/ou les recombinaisons genomiques. 

Les analogues de nucleotides permettent de prendre le controle de la fidelite de la 
25 reverse transcription selon des mecanismes exposes ci-dessus. Les conditions de la prise 
de controle de la fidelite dependent de la nature des modifications de Panalogue de 
nucleotides. C'est done un des objets de la presente invention d'utiliser des analogues 
nucleotidiques pour introduire des mutations controlees des bases telles que des 
mutations de substitution, des mutations de deletion, des mutations d'insertion. 
30 Un autre aspect de la presente invention concerne 1'utilisation d'analogues 

nucleotidiques permettant de controler a volonte la processivite de la reverse 
transcriptase. 
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La processivite se definit comme le nombre de nucleotides incorpores dans le 
brin neosynthetise avant que I'enzyme ne se dissocie du complexe reactionnel, que la 
dissociation soit ou non precedee d'une pause de l'elongation de la reverse transcription. 
Cette dissociation est "spontanee", c*est-a-dire qu'elle n'est pas "forcee" par le bloquage 
5 en 3* du nucleotide, qui interdit toute elongation. 

II existe differents mecanismes susceptibles d'affecter la processivite de la 
reverse transcriptase ayant en commun d'empecher l'addition du nucleoside triphosphate 
a la chaine naissante, c'est-a-dire la reaction conduisant au lien phosphoester entre le 
phosphate en 5' du nucleotide entrant et le groupement OH en 3' du nucleotide terminal 
10 de la chaine naissante. On peut citer les mecanismes suivants : 
1- mecanisme sterique : 

a) - le nucleotide triphosphate au site actif est trop eloigne ou se presente mal 
steriquement par rapport au 3'OH de la chaine naissante, ce dernier occupant une 
position normale dans la RT, le motif du desordre etant inherent au site actif et/ou 

15 au nucleotide triphosphate, apparie ou non selon un appariement Watson-Crick ou 

non Watson-Crick ; 

b) - le nucleotide triphosphate au site actif est trop eloigne ou se presente mal 
steriquement par rapport au 3'OH de la chaine naissante, ce dernier occupant une 
position anormale dans la RT, du fait par exemple d'une conformation anormale de 

20 la double-helice engagee dans la RT ; 

c) - le jeu qu'autorise la RT au site actif eloigne le nucleotide triphosphate du 
groupement 3'0H, tous deux etant positionnes correctement par ailleurs. 

Ce mecanisme sterique est possible du fait de la flexibilite des RT ; en effet, la 
distance entre le phosphate gamma du nucleotide et l'extremite 3'0H du brin naissant 

25 n'est pas figee. De plus, le domaine qui "couvre" la double helice (sortante) presente 

un certain degre de liberte par rapport au site catalytique et par rapport au domaine 
en contact avec le brin matrice entrant dans I'enzyme (par exemple HIV-1); enfin, 
pour les RT dont le mecanisme catalytique est connu (par exemple HIV-1), un 
dysfonctionnement de la translocation du nucleotide a incorporer du site d'entree 

30 vers le site catalytique aboutissant a empecher l'addition du nucleotide peut 
egalement affecter la processivite. Les analogues de nucleotides peuvent agir sur la 
processivite mettant en jeu une distance et/ou- une presentation spatiale 
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inappropriee(s) de l'extremite 3'OH du brin naissant par rapport au nucleotide 
modifie au site actif et/ou la base matrice, ce qui peut conduire a une deletion ou une 
insertion d'une base, selon que la modification reduit ou augmente la distance et/ou 
la presentation spatiale, de fa?on a ignorer une base matrice ou inserer une base 
5 depourvue de base matrice. Distance et presentation spatiale sont controlees entre 

autres par la conformation precise de la double helice de environ 20 paires de bases 
couverte par la RT, conformation qui depend de la sequence et/ou de la presence de 
analogues de nucleotides, ainsi que par la rigidite ou la flexibilite du nucleotide 
triphosphate modifie qui se situe au site actif. 

10 2- mecanisme cinetique : 

Une pause prolongee, due par exemple a une concentration trop faible de nucleotide 
triphosphate, conduit l'enzyme a quitter la chaine naissante. Les RT sont, en general, 
bien moins processives que les ADN- ou ARN-polymerases et ont une tendance 
spontanee a se dissocier du complexe de reverse-transcripion. Plus la duree d'une 
15 ' pause de la reverse transcriptase (pour un motif quelconque) est longue, plus la 
dissociation est probable et done plus la processivite au site de pause dirninue. 
Les analogues de nucleotides permettent de prendre le controle de la processivite 
selon des mecanismes semblables a ceux exposes ci-dessus pour les nucleotides 
normaux, mais avec une demultiplication controlee des effets de Tun et/ou Tautre des 
20 divers facteurs mentionnes, selon la modification presente sur les analogues de 
nucleotides. 

La presente invention concerne l'utilisation d'analogues nucleotidiques caracterises 
en ce que lesdits analogues nucleotidiques : 

- diminuent de fa<?on controler la fidelite de la reverse transcription et/ou abaissent 
25 de fa?on controlee la processivite de la reverse transcriptase et/ou en diminuent de 

fa?on controlee le temps de pause de la reverse transcriptase ; 

- augmentent de fa?on controlee la fidelite de la reverse transcription et/ou 
augmente de fa<?on controlee la processivite de la reverse transcriptase et/ou allonge 
de fa<?on controlee le temps de pause de la reverse transcriptase. 
Parmi les affections faisant intervenir la reverse-transcriptase, il y a celles 

provoquees par les reverse-transcriptases des virus retroYdes. Parmi les affections 
provoquees par les virus retroYdes qui peuvent etre traitees par les analogues 
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nucleotidiques utilises selon la presente invention il faut citer, les virus retroides qui 
infectent Fhomme et/ou les animaux et/ou les vegetaux notamment les virus retroides 
qui infectent les cellules humaines et/ou animales, et qui appartiennent plus 
particulierement au groupe des lentivirus, des oncovirus a ARN, des spumavirus et des 

5 hepadnavirus. Selon un mode prefere de realisation de Finvention, le lentivirus est 
choisi parnii le groupe compose du virus de Pimmunodeficience humaine (HIV), et de 
preference du virus de Pimmunodeficience humaine de type 1 (HIV-1 ) et les virus de la 
. leucemie des cellules T humaines (HTLV). 

Selon un autre mode prefere de realisation de Tinvention, 1'utilisatidn de 

10 Tanalogues nucleotidiques selon la presente invention est caracterisee en ce que 
Phepadnavirus est le virus de Phepatite B (HBV). L'HBV est un virus a ADN mais dont 
le genome passe sous une forme ARN lors de sa replication; il y a'ensuite reverse 
transcription pour dormer naissance a PADN genomique. 

La presente invention concerne ['utilisation deS analogues de nucleotides tels que 

15 decrits precedemment et tels que lorsqu'ils sont incorpores par la reverse-transcriptase 
dans la chaine polynucleotidique, ils introduisent des mesappariements. 

On entend designer par mesappariements, tous appariements qui ne respectent pas 
tres precisement les appariements Watson-Crick. Dans la presente invention, on entend 
designer par appariement Watson-Crick, designe WC ci-apres, Tappariement defini par 

20 des liaisons hydrogene suivantes (schema 1) : 

a) pour les appariements adenine (A)-uracyle (V) ou thymine (T) 

1 ) N6 de A donneur de H6 a Taccepteur 04 de U ou T 

2) N 1 de A accepteur de H3 du donneur N3 de U ou T 

b) pour les appariements guanine (G)-cytidirie (C) 
25 1 ) 06 de G accepteur de H4 du donneur N4 de C 

2) Nl de G donneur de HI a Taccepteur N3 de C 

3) N2 de G donneur de H2 a Taccepteur 02 de C 

Tous appariements qui ne respectent pas tres precisement ces liaisons hydrogene 
entre ces 5 nucleotides, soit qu'ils ne les respectent que partiellement, soit qu'ils les 
30 respectent mais avec d'autres liaisons H en sus, soit qu'ils ne les impliquent pas, soit que 
Tun et/ou Tautre des partenaires de la paire ne font pas partie de ces 5 nucleotides 
(exemple nucleotide avec purine dont le N7 a ete remplace par C7), definissent 
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Tensemble des appariements designes dans la presente invention comme 
"mesappariements" . Ainsi, les exemples (schema.2) illustrent de maniere non limitative 
certains mesappariements impliquant les 5 nucleotides normaux: 

1) Vappariement A-T "reverse WC" 

5 N6 de A donneur de H6 a Taccepteur 02 de T 

N 1 de A accepteur de H3 du donneur N3 de T 

2) Vappariement A-T "Hoogsteen" 

N6 de A donneur de H6 a Taccepteur 04 de T 
N 7 de A accepteur de H3 du donneur N3 de U ou T 
10 3) Vappariement A-T "reverse Hoogsteen" 

N6 de A donneur de H6 a Taccepteur 02 de T 
N 7 de A accepteur de H3 du donneur N3 de T 
4) Vappariement "wobble" G oul-U ouT 

Nl de G ou I donneur de HI a Taccepteur 02 de U 6u T 
15 06 de G ou I accepteur de H3 du donneur N3 de U ou T 

II faut egalement mentionner que les bases normales peuvent se presenter sous 
forme de tautomeres, keto ou enol pour G et T, amino ou imino pour A et C ; les 
frequences des formes enol et imino sont faibles mais non nuls (de Tordre de 10" a 
10" 4 ). Ces tautomeres ont des caracteristiques de donneurs et accepteurs de protons 
20 propres (schema 3) et peuvent donner lieu a des appariements tels T-G(enol), T(enol)-G 5 
A(imino)-C ou A-C(imino) (schema 4). 
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Wobble (G-T) 



Guanine (Anti) • Adenine (Syn) 
Schema 2 
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La presente invention concerne egalement 1'utilisation d'analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine polynucleotidique 
et qui s'apparient selon un appariement de type Hoogsteen et/ou de type reverse 
Hoogsteen. Selon la presente invention, on entend designer par appariement de type 
Hoogsteen et de type reverse Hoogsteen des appariements violant la regie des 
appariements de type Watson-Crick. Dans la paire Hoogsteen la distance entre les 
atomes C r et C r est de 8.645 A; elle est done reduite d'environ 2 A comparee a la paire 
de bases Watson-Crick; Les angles entre la ligne C.....C,- et les liaisons glycosyliques 
C r - N different de plus de 10° entre les bases purine et pyrimidine. Dans une paire de 
base Hoogsteen, la pyrimidine utilise sa surface Watson-Crick pour s'apparier avec le 
cote Nl, C6, N7 de la base purine. Enfin, une rotation de 180° de la pyrimidine resulte 
dans la formation d'une paire de base reverse Hoogsteen (Saenger, 1984). 

La presente invention concerne egalement 1'utilisation d'analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse transcriptase dans la chaine polynucleotidique 
1 5 et qui s'apparient selon un appariement de type reverse Watson-Crick. Selon la presente 
invention, on entend designer par appariement de type reverse Watson-Crick, des 
appariements violant la regie des appariements de type Watson-crick, les paires de base 
reverse Watson-crick se forment lorsqu'un nucleotide effectue une rotation de 180° par 
rapport au nucleotide complementaire. Dans ce cas les liaisons glycosidiques (et le 
20 squelette sucre phosphate) sont en trans plutot qu'en orientation cis. A cause de la 
symetrie dans les liaisons hydrogenes potentielles de la thymine aux portions C2-N3- 
C4, la base T peut tourner autour de l'axe N3-C6 pour former une paire de base A-T 
selon un appariement reverse Watson-Crick (Saenger, 1984). 

Un grand nombre d'analogues nucleotidiques sont utilisables dans la mise en 
25 oeuvre de la presente invention, ces analogues nucleotidiques sont notamment choisis 
parmi l'ensemble des nucleotides modifies naturels, et plus particulierement parmi les 
nucleotides modifies presents dans les ARN procaryotes ou eucaryotes (voir tableau 1), 
mais la presente invention ne se restreint pas a ces seuls nucleotides modifies naturels. 
Une liste non exhaustive de ces nucleotides a ete publiee par Limbach et al (1995) et 
30 Motorin et Grosjean (1998). Selon la presente invention, les analogues nucleotidiques 
utilises sont choisis de preference parmi l'ensemble des nucleotides modifies des ARN 
de transfert (ARNt) procaryotes ou eucaryotes. Les ARN de transfert (ARNt) 
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contiennent plus de 100 especes de nucleotides modifies (voir tableau 1) dont les 
structures ont ete etablies. Selon un autre aspect de la presente invention, les analogues 
nucleotidiques utilises sont choisis parmi le dUTP, le dITP, le C7dGTP et le C7dATP. 



5 Tableau 1 : nucleosides modifies presents dans les ARN 



NOM 


SYMBOLE 


LfCllVO ii Ul lUIIlv 




Pseudoundine (P) 




2'-0-methylpseudouridine (Z) 




1 -methy lpseudouridine (I) 




3 -methy lpseudouridine 




1 -methyl-3-(3-amino-3- 


m'acp 3 ^ 


carboxypropyl)pseudouridine 








Derives de cvtidme 




2-0-methylcytidine (B) 


Cm 


N 4 -methylcytidine 


m 4 C 


N 4 ,2-0-dimethylcytidine 


m 4 Cm 


N 4 -acetylcytidine (M) 


ac 4 C 


N -acethyl-2-O-methylcytidine 


ac 4 Cm 


5-methylcytidine 


m'C 


5,2 f -0-dimethylcytidine 


m 5 Cm 




5-hydroxymethylcytidine 


hm'C 


5-formylcytidine 


fc 


2 , -0-methyl-5-formyIcytidine 


f'Cm 


3-methylcytidine 


m J C 


2-thiocytidine 


sX 


lysidine 


k 2C 


2'-0-methyluridine (J) 


Urn 


2-thiouridine 


s 2 U 


2-thio-2 , -0-methyluridine 


s 2 Um 


3-methyluridine 


m J U 


3,2'-0-dimethyluridine 


m J Um 


3-(3-amino-3-carboxypropyl)uridine (X) 


acp J U 


4-thiouridine 


s 4 U 


Ribosylthymine (T) 


m 5 U 


5,2 ! -0-dimethyluridine 


m i Um 


5-methyl-2-thiouridine (F) 


mYU 


5-hydroxyuridine 


ho'U 
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5-methoxvuridine 


II1U u 


undine 5-oxyacetic acid (V) 


CITlU U 


uridine 5-oxyacetic acid methyl ester 


i lid no vj 


5-carboxymethyluridine 


rm^I I 


5-methoxycarbonylmethyluridine 


II1CII1 LJ 


5-metnoxycarDonyimeiny i-z -w-iiiciiiy i ui mine 


1 1 l\->l i 1 111 


5-metnoxycarbonyimeinyi-z-iniouriunic 


1111/111 O VJ 


5-carbamoylmetnyiuricune 


ncm^U 


j-carbamoyimetnyi-z -u-meinyiuriunic 


ncm^I Jm 

llvJH Will 


j -(car boxynydroxyineiny i junaine 


chm^U 


!>-(carDOxynyQroxymeinyi junuinciiiciny i cmci 


mchm^I I 

UlV/lUll w 


5-aminometnyl-z-tniounaine 


liill 0 w 


j-metnyiaminometnyiuriaine 


mnm^I I 

lllJLli.ll 


j-metnylaminometnyi-z-iniounainc 


mnm s 1 1 

11111111 0 w 


5-methy laminometny l-2-seienouname 


mnm qp I T 

11111111 o_- l_J 


5-carboxymetnyiaminomeinyiunaine 


rmrirn^I I 


S-carboxymahylaminomethyl^'-O-methyluridm 


cmnm^Um 


5-carboxymethylaminomethyl-2-thiouridine 


cmnm^s^U 


Dihydrouridine (D) * 


u 


Dihydroribosylthymine 


111 \j 






Derives d 1 adenosine 




2 -O-metnylauenosine 


A m 


2-methyladenosine 


111 n 


N 6 -methyladenosine 


m 6 A 

111 - X 


N ,N -dimetnylaaenosine j 


m 6 oA 

111 2**' 


N -2-O-dimetnyiaaenosine _ 


m ^ A m 

111 /vlll 


N ,N ,2 -U-tnmetnyiaaenosine ^ 


m^Am 

111 


2-Methylthio-N (> -methyladenosine 


ms 2 m 6 A 


N 6 -isopenteny .adenosine 


i b A 

1 / v 


2-metnyltnio-N -lsopenienyiaaenosme 


iii_> 1 i\. 


N -(cis-nydroxyisopenienyi jaaenobine 


io 6 A 


2-metnyltnio-lN -(cis-nyaroxyisopenienyi;- 
adenosine 


m^in^A 

lllO l\J Jx 


N -glycinylcarDamoyiauenosine 


■4^- — — 


N 6 -threonylcarbamoyladenosine 


t 6 A 


N -methyl-N -threonylcarDamoyiaaenosine 


III t r\ 


2-methylthio-N -threonylcarbamoyi-aaenosine 


mc 2 t 6 A 

nii> 1 /\ 


N -hydroxynorvalylcarbamoyiaaenosine 


iin r\ 


9 m^tVivltKin "M^-hvHrnYvnorval vlcarbarnovl- 
adenosine 


rns 2 hn 6 A 


2 , -0-ribosyladenosine (phosphate) 


Ar(p) 


1-methyladenosine 


m'A 
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Derives d'inosine 




inosine (D 


i 
i 


2'-0-methylinosine 


Im 


1-methylinosine (0) 


m'l 


1 ,2-O-dimethylinosine 


m l Im 






Derives de cuanosine 




2-O-methylguanosine 


Gm 


1-methylguanosine (K) 


nVG 

111 V_I 


N 2 -methylguanosine (L) 


111 VJ 


N ,IN -dimetnyiguanosine ^ivj 


m 2 2 G 


N ,2-U-airnetnyiguanosine 


m 2 Gm 


N ,N ,2-O-trimetnylguanosine 




2 f -0-ribosylguanosine (phosphate) 








Derives de m -Guanosme 






7-methylguanosine (7) 


m',G 


N 2 ,7-dimethy 1 guanosine 


m O 


N^N^7-trimethylguanosine 


m vj 






Derives de wyosine 




Wyosine 


imG 


Methylwyosine 


mimG 


riyaroxywyDUiosine sous-muLiiiic 


OhvW 


Wybutosine (Y) 


yW 


Hydroxywybutosine 


OhyW 


Peroxywybutosine (W) 


o 2 yW 






Derives de 7-deazaeuanosine 




queuosine (Q) 


o 

V 


Epoxyqueuosine 


o0 


galactosyl-queuosine 


oalO 
5 d, V 


mannnwl-oneuosine 

iiiaiLiiyJoy i ijuwuujiiiv 


manQ 


7-cyano-7-deazaguanosine 


preQo 


Archaeosine (autre appelation 7-formarnidino-7- 
deazaguanosine) 


gQ (G + ) 


7-aminomethyl-7-deazaguanosine 


preQi 
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Un autre aspect de la presente invention est l'utilisation d'analogues 
nucleotidiques caracterises en ce qu'ils ne sont pas presents naturellement dans les 
cellules vivantes; selon la presente invention, les analogues nucleotidiques modifies 
obtenus par voie de synthese possedent de preference les bases modifies 6H, 8H-3, 4- 
5 dihydropyrimido [4,5c] [1,2] oxazin-7-one (P) et N 6 -methoxy-2,6-diaminopurine 
(K) et (Hill et al. (1998) Proc. Natl. Acad. ScLUSA 95: 4258-4263). 

De preference, les analogues nucleotidiques utilises dans la presente invention 
sont des 2 , -deoxyribose sous la forme triphosphate et presentent un groupement 
hydroxyl (-OH) sur le carbone C3 1 du deoxyribose. Selon I'invention, les analogues 
10 nucleotidiques tels que definis ci-dessus peuvent comporter des groupements 
protecteurs des groupes fonctionnels afin de preserver les bases modifiees lors de leur 
metabolisme. Les analogues de nucleotides peuvent etre proteges sous la forme de 
pronucleotides bis-(S-acyl-2-thioethyl) (BIS-SATE) (Benzaria et al., 1996 ; Lefebvre 
et al, 1995). 

15 Un des avantages de la presente invention est que les analogues nucleotidiques 

naturels peuvent s'obtenir facilement et en grande quantite a partir de culture de 
microorganismes ; de telles cultures sont economiques et peuvent facilement s'effectuer 
a grande echelle (Gehrke et Kuo, 1 985). 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 

20 caracterisee en ce qu'elle contient des analogues nucleotidiques tels que definis ci- 
dessus et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Dans un mode particulier de realisation de Tinvention, la composition 
pharmaceutique de la presente invention est caracterisee en ce qu'elle contient un 
melange d'au minimum un analogue nucleotidique et d f au miminum un agent 

25 antiretroviral choisi parmi le groupe compose des inhibiteurs de la reverse transcriptase 
nucleotidiques et non nucleotidiques et des antiproteases virales comme produit de 
combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps en therapie 
antivirale; Tinhibiteur de la reverse transcriptase est de preference choisi parmi le 3 f - 
azido-3 f deoxythymidine (AZT), le 2',3-dideoxyinosine (ddl), le 2\3'-dideoxycytidine 

30 (ddC), le (^'^'-dideoxy^'-theacytidine (3TC), le 2 , ,3 , -didehydro- 
2 , ,3 , dideoxythymidine (d4T) et le (-)2'-deoxy-5-fluoro-3 , -theacytidine (FTC), le TIBO, 
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le HEPT, le TSAO, l'ct-APA, la nevirapine, le BAHP, l'acide phosphonoformique 
(PFA) ; Tantiprotease virale est choisie parmi I'indinavir et le saquinavir. 

La possibility de prendre le controle des caracteristiques genetiques du materiel 
retro-transcrit permet de manipuler les progenitures virales dans les cycles de 
5 replication ulterieurs du virus. Cette activite differee laisse une large latitude de 
manoeuvre a l'initiative du praticien, qui peut choisir les analogues de nucleotides et les 
doses cadrant avec la strategie particuliere adaptee a un patient particulier. 

Cette latitude n'existe pas pour les antiviraux immediats. Pour ces derniers en 
effet, ou bien le virus ne peut se soustraire a Taction de l'antiviral, et celui-ci elimine le 
10 virus, ou bien le virus trouve une parade et l'antiviral devient inefficace. Le fort taux de 
mutation qui caracterise la reverse-transcription favorise grandement cette derniere 
alternative. 

Le fait de laisser la reverse-transcription se poursuivre evite deux ecueils 
auxquels se heurtent les antiviraux immediats. D'abord, le virus est soumis par l'antiviral 

15 immediat a une pression de selection. La faible fidelite de sa reverse-transcriptase 
permet au virus d'echapper rapidement a cet antiviral, d'ou 1'emergeance rapide de 
mutants de resistance. En cas de multitherapies par association d'antiviraux immediats, 
cette emergeance est plus lente mais finit le plus souvent par survenir. Ensuite, 
Fantiviral ou ses associations reduisent pour un temps la charge virale (souvent en 

20 dessous du seuil de detection) avant 1'emergeance de la variete virale resistant. Cette 
derniere, debarrassee de competiteurs, va alors pouvoir envahir 1'organisme, souvent de 
fa9on foudroyante. A Tinverse, les analogues nucleotidiques de Tinvention evitent ces 
deux ecueils. D'abord, Tabsence de bloquage de la reverse-transcription ote toute 
pression de selection durant le cycle de reproduction virale en cours. L'action sur le 

25 virus, en Toccurrence celle resultant de l'alteration genetique du materiel retrotranscrit, 
programmee a l'initiative du praticien, est differee c'est-a-dire ne se manifeste pour 
Tessentiel que sur les progenitures virales futures. Ensuite, les analogues nucleotidiques 
selon Tinvention etant essentiellement depourvus d'activite antivirale immediate, la 
charge virale globale reste momentanement presque constante. La competition entre 

30 quasi-especes virales sera peu affectee, ce qui limitera l'expression d'une quasi-espece 
particuliere. 
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Des caracteristiques et avantages de la presente invention seront mieux mis en 
evidence a la lecture des exemples suivants. 
Exemple 1 : Choix de la sequence 

Modrow et al. en 1987 ont montre que les mutations les plus frequentes sont 
5 localisees au sein du gene env du genome de HIV, sur 5 sites hypervariables (VI a V5). La 
grande variability genetique dans le gene env pourrait etre la raison principale de la 
difficulte de produire un vaccin contre la coque virale, ce qui rend d'autant plus interessant 
Tetude du mecanisme de ces mutations. La synthese in vitro par la reverse transcriptase de 
HIV du brin (+) (c'est-a-dire ayant pour matrice Ie brin ADN (-) issu de la transcription 

10 inverse du genome viral) montre que les mutations au site de pause majeure (VI sur une 
suite de six A (bases 480 a 485 du gene env)) sont pour les trois-quarts des substitutions de 
bases (AT-»GC et GC-+AT), le reste etant des glissements (Ji et al., 1994). 

Ce travail consiste a etudier la region hypervariable VI, dans sa version ADN. Dans 
ce but, une sequence d'une centaine de bases de la sequence virale env entourant les six 

15 . adenines (base 480 a 485 du gene env) a ete prolongee aux deux extremites par deux 
segments de 17 bases, dans laquelle Tune des 4 bases est absente dans le but de pouvoir 
initier la reaction de polymerisation avec trois des 4 dNTPs seulement). 

Les sequences " amorces " naturelles de HIV sont accrochees aux deux extremites 
du fragment du gene, a savoir a I'extremite 3' la sequence de tARN (lys3) (sequence 

20 complementaire au primer binding site, pbs) et a I'extremite 5' la sequence homopurine 
(polypurine tract, ppt). Cette construction est montree Figure 1.1. 

Ainsi la transcription inverse a partir de l'amorce pbs utilisera comme matrice le 
brin codant du gene env, qui sert de matrice a la synthese du brin ADN-: il sera designe ci- 
apres par env-. De meme, 1'elongation a partir de Tamorce ppt aura comme matrice le brin 

25 ADN- et produira le brin ADN+. Cette matrice sera done designee env+. La raison qui nous 
a incite a inclure pbs et ppt dans notre construction etait double: mimer les deux amorces 
naturelles, et explorer Teffet d'amorces dont les contraintes en composition 
purines/pyrimidines sont remarquables et donnent probablement lieux a des particularity 
conformationnelles et/ou thermodynamiques. 

30 La methode d'etude consiste alors a prelever le plasmide simple-brin contenant la 

sequence env - (ou env +), a hybrider Tamorce pbs (ou ppt), d'initier la transcription 
inverse dans les conditions choisies. L'elongation sur les deux brins complementaires 
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montrera l'effet des deux amorces ainsi que des similitudes ou des differences sur des sites 
en regard. 

Ces matrices ont ete utilisees pour des etudes paralleles de la reverse transcriptase 
de HIV-1 et du fragment de Klenow de l'ADN polymerase ADN-dependante d'Exoli (KF). 
5 De nombreuses etudes ont porte sur la fidelite et la processivite du fragment de Klenow 
(Abbotts et Wilson, 1988 ; Lecomte et Ninio, 1987,1988 ; Papanicolaou et Ripley, 1989 et 
1991). 

Des etudes de terminaison et de fidelite de la transcription inverse ont ete effectuees. 

10 Exemple 2 : Identification des sites de terminaison 

Les sites de terminaison et les taux de terminaison a chaque site ont ete etudies en 
presence de 4 dNTPs naturels presents en exces, ou en presence de trois de ces dNTPs 
naturels, le quatrieme etant remplace par un analogue: le dUTP en remplacement du dTTP, 
le dITP et le c7dGTP en remplacement du dGTP, enfin le c7dATP a la place du dATP 
15 (Figures 1.2 et 1.3). Ces analogues affectent la formation des liaisons hydrogene dans les 
deux sillons de la double helice. 

L'objectif a ete d'evaluer egalement le role d'analogues nucleotidiques sur le taux 
de terminaison de la reverse transcriptase de HIV-1 et du fragment de Klenow et de 
chercher les agents responsables de la terminaison de la synthese avec les dNTPs 
20 "normaux". 4 analogues ont ete retenus : 

• le dUTP, analogue de dTTP, n'expose pas de CH 3 dans le grand sillon comme le fait 
le groupement methyle en position C5 de dTTP. dUTP peut s'apparier avec A dans 
une conformation de type Watson-Crick, mais egalement avec G dans une 
conformation de type "Wobble". 

25 • Le dITP differe de dGTP par l'absence du groupement NH 2 en position C2, ce qui 
conduit a Tabsence d'un donneur dans le petit sillon par rapport a dGTP. 
L f appariement C:I par rapport a C:G conduit a la presence d f un accepteur (Foxygene 
de C) et Tabsence d'un donneur (NH 2 de I) dans le petit sillon. 

• Le c7dGTP et le c7dATP different respectivement de dGTP et dATP, par le 
30 changement de Tazote en position 7 par un carbone. Ce changement conduit a la 

disparition de Paccepteur N7 dans le grand sillon, mais I'appariement des paires de 
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bases de type Watson-Crick n'est pas modifie par ce changement, a la difference de 
l'appariement de type Hoogsteen ou N7 est implique. 

Ces 4 analogues offrent une palette de modification d'appariement, de geometric 
d'appariement et d'interaction avec les molecules d'eau et les elements proteiques. dans 
5 le grand et petit sillon 

Les sites de terminaison ont ete identifies lors de la polymerisation catalysee par 
la reverse transcriptase de HIV-1 et du fragment de Klenow en changeant un des dNTPs 
par son analogue de base. dTTP a ete remplace par dUTP, dGTP par dITP ou c7dGTP 
et dATP par c7dATP. Dans cette etude, la synthese est amorcee par pbs. 
10 La reaction debute par formation du complexe reactionnel entre la 

matrice/amorce marquee a Textremite 5' (0,05 pmoles) avec l'enzyme (0, 01 U/^il) par 
incubation a 37°C pendant 3 min. pour les 3 RTs et a 25°C pour le fragment de Klenow. 
Puis une solution contenant les 3 dNTPs et un des analogues a la concentration finale de 
500 jiM chacun et l'ADN piege (100:1 : ADN piege : matrice/amorce froid) est ajoute. 
15 ^utilisation d'ADN piege permet d'empecher la reinitialisation de la polymerisation au 
niveau des sites de terminaison. En parallele un controle en presence des 4 dNTPs 
"normaux" a ete effectue.dans des conditions reactionnelles identiques a la reaction en 
presence d'analogues. L ! ensemble est incube 30 min. a 37°C pour la reverse 
transcriptase de HIV-1 et a 25°C pour le fragment de Klenow. La reaction est stoppee 
20 par ajout de 1/3 de volume de solution stop (v/v), puis les produits de reaction sont 
deposes sur gel d'acrylamide 13% denaturant 8 M uree. La position des sites de 
terminaison est identifiee par la co-migration des produits de sequen9age (methode de 
Sanger). 

Chaque reaction a ete effectuee 3 fois, des variations dans Tintensite des taux de 
25 terminaison sont observees mais elles sont faibles et inferieures a 10%. Pour la reverse 
transcriptase de HIV-1 et le fragment de Klenow, les taux de terminaison de la synthese 
avec les differents analogues (batons noirs) en fonction de la sequence sont reportes en 
presence des taux de terminaison obtenus lors de la reaction de controle c'est-a-dire en 
presence des bases "normales" (batons blancs). 

30 
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2.1. Identification des sites de terminaison avec la reverse transcriptase de 

HIV-1 

2.1.1. Identification des sites de terminaison en presence de dUTP (Figure 2. I) 
Tres generalement, le taux de terminaison avec dUTP est plus faible qu'avec 
5 dTTP. Les sites qui presentent une diminution de plus de la moitie de leur taux de 
terminaison en presence de dUTP au lieu de dTTP, sont au nombre de 7, dont 6 ont la 
particularity de succeder a Incorporation de dUMP ( c'est-a-dire que les sites sont 
positionnes sur un residu A sur la matrice : A26, A35, A50, A53, A75 et A77), le 
septieme s'arrete sur un residu G en position 52 qui precede Incorporation d'un U. 
10 D'autres sites de terminaison situes juste en amont d'un residu A sur la matrice ont 
tendance egalement a voir leur taux d'avortement diminuer, mais de fa?on moins 
importante : C49, T76 et G78. Certains sites, non localises en amont ou sur un residu A 
voient leur intensite augmenter : G22 et C52. 

15 2. 1.2. Identification des sites de terminaison en presence de dITP (Figure 2.2) 

En general, le taux d'arret est plus fort avec dITP par rapport a dGTP. Le 
changement de dGTP par dITP, un de ses analogues, lors de la reaction catalysee par la 
reverse transcriptase de HIV-1 (Figure 2.2) dans le milieu reactionnel conduit a une 
augmentation importante (d'un facteur proche de 4) des taux de terminaison de 10 sites. 

20 Sur ces 10 sites, 5 precedent l'incorporation du dITP dans le brin polymerise (C20, A24, 
G27, G32 et A50), 4 sont situes dans le quadruplet juste a la sortie de I'homo-oligomere 
(dA)6 et le dernier est situe sur le residu G22. Mais d'autres sites voient leur intensite 
diminuer en presence de dITP parmi lesquels les residus G31, A3 5, A41, G82, C49 et 
A53, les trois premiers sites n'ont pas dans leur environnement matriciel proche de 

25 residu C, tandis que C49 est un site d'incorporation du dITP et A53 est localise en 
amont d'un residu C. Deux sites nouveaux apparaissent : devant C25 et C39 de la 
matrice. 

30 2. 1.3. Identification des sites de terminaison en presence de cldGTP (Figure 2.3) 

Sur les 18 sites de terminaison obtenus en presence des bases "normales", 6 sont 
augmentes considerablement (jusqu'a 3,5 fois), d'autres sont diminues jusqu'a 10 fois et 
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4 sites nouveaux apparaissent. Certains sites de terminaison non detectables avec dGTP, 
sont mis en evidence avec c7dGTP, certains de ces sites pouvant atteindre des 
pourcentages considerablement eleves : ces sites sont localises au niveau des bases G32, 
C33, C28 et C29, le premier site precede Incorporation de c7dGTP, tandis que les trois 
5 derniers sites cites sont en position ou c7dGTP est incorpore dans le brin polymerise. Le 
taux de terminaison est augmente en face de la plupart des C sur la matrice sauf C21 et 
C49 qui presentent respectivement 10 % et 90% de diminution. 

D'autres sites voient leur intensite augmenter, mais dans une moindre mesure : 
en face de A53 ( qui precede l'incorporation du c7dGTP) et G22 et A77, ce dernier etant 
10 localise a la sortie de la suite de 6A. D'autres sites voient leur taux de terminaison 
diminuer alors qu'ils ne sont localises ni sur un site d'insertion de c7dGMP ou 
d'extension suivant cette insertion. 

2.1.4. Identification des sites de terminaison en presence de cldATP (Figure 2.4) 
15 Les taux de terminaison en presence de c7dATP au lieu de dATP ont des 

comportements contrastes : certains des sites, observes avec dATP voient leur intensite 
augmenter de fa<?on remarquable : en face de A41(x7) et T76 (x2). D'autres, au 
contraire, diminuent (face aux bases A50, A53, G52 et A75). Le plus remarquable est 
l'apparition de sites de terminaison nouveaux face a T39, T62 et surtout T63 qui arrete 
20 pres de la moitie des complexes d'elongation. Le site fortement augmente (face a A41) 
precede Incorporation de c7dATP. Les 3 sites nouveaux sont des sites d'incorporation 
de c7dATP consecutifs mais d'autres sites consecutifs ne donnent pas lieu a des arrets 
(T45 et T46 par exemple). 

25 2 A. 5. Comparaison des sites de terminaison suivant l f analogue utilise. (Figure 2.5) 

Les variations des taux de terminaison avec les differents analogues par rapport 
aux taux obtenus en presence des bases "normales" sont resumees dans la figure 2.5. 

Chaque analogue de base induit des modifications dans les taux de terminaison 
de la polymerisation catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1 . 
30 • L'echange de dTTP par dUTP diminue de fa9on, en general, modestement (maximum 
5%) le taux de terminaison de la plupart des sites localises avant et apres 
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Tincorporation du dUTP. Sont principalement concernees les bases en aval de la 
position 50 et les 6A. 

• Le dITP induit une augmentation forte de la terminaison, sauf en 2 sites ( en 49 et 82, 
ou il y a un peu moins d'arrets). Tous les sites de terminaison sont localises avant 

5 Tincorporation du dIMP, c'est-a-dire situes avant un residu C sur la matrice a 
Texception de A53. L'extension d'une amorce ayant a son extremite 3' un dIMP est 
modifiee par rapport a Textension a partir d'un dGMP, surtout sur C49 qui presente 
une tres forte diminution du taux de terminaison et C20 dont Tintensite augmente en 
presence de dITP. Les deux autres sites C21 et C51 ne presentent pas de variation 
10 significative de leur taux de terminaison. De fa<?on surprenante, des sites de 
terminaison, ne presentant pas de residu C dans leur environnement matriciel proche, 
presentent des variations dans le taux de terminaison, en particulier a la sortie de la 
suite de 6A ou Tintensite est en moyenne doublee. 

• L'echange de dGTP et de dATP respectivement par c7d(3TP et c7dATP conduit a 
15 une augmentation de la terminaison de la polymerisation a partir de brins 

neosynthetises ayant a leur extremite 3' une base modifiee, a Texception de C21 et de 
C49 dans le cas de c7dGTP. Les sites localises avant Tincorporation de bases 
modifiees, presentent une augmentation du taux de terminaison dans le cas de 
c7dGTP, a Texception de A50. La variation des taux de terminaison induite par le 

20 changement de dATP par c7dATP est plus complexe : alors qu'au niveau de A41, le 
taux de terminaison est augmente de pres de 7 fois en presence de c7dATP, sur A75 
elle diminue de pres de 2 fois et sur A3 5 elle reste stable. Certains sites non localises 
sur ou avant Tincorporation de bases modifiees presentent une difference de taux de 
terminaison par rapport a la base "naturelle". La plupart de ces sites voient leur taux 

25 de terminaison diminuer en presence de c7dNTP au lieu de dNTP, a Texception de 
G23 et A77 dans le cas de c7dGTP. Ces positions ont la particularity de preceder 
Tincorporation d'un residu C sur la matrice, alors que tous les autres sites qui 
presentent une diminution de Tintensite de terminaison, precedent Tincorporation 
d'une pyrimidine ou d'un T a Texception de G3 1 . Dans le cas de c7d ATP, la premiere 

30 base modifiee a etre incorporee dans le brin polymerise est en position T36, en amont 
de cette position, la terminaison de la polymerisation catalysee par la reverse 
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transcriptase de HIV-1 n'est pas modifiee qu'il y ait dATP ou c7dATP dans le milieu 
reactionnel. 

Les quatre analogues etudies ont des effets contrastes sur la polymerisation : 
L'echange de dTTP par dUTP ne modifie que tres peu les taux d'arrets, avec un 
5 tendance generate a la diminution surtout au niveau de 6A. 

L'echange de dGTP par dITP introduit des arrets nouveaux importants et en 
general une augmentation consequente des taux de terminaison en debut d'elongation, 
autour de +50 et surtout apres 6A. 

L'echange de dGTP par c7dGTP introduit deux sites nouveaux importants et une 
10 augmentation importante en debut d'elongation, puis une tendance nette a la diminution 
du taiix de terminaison. 

L'echange de dATP par c7dATP a globalement peu d'effet, sauf une 
augmentation importante devant T(matrice)42 et trois nouveaux sites, dont l'un sur la 
derniere base d'un triplet T(matrice)61-63,. ou s'arretent pratiquement la moitie des 
15 complexes d'elongation. La terminaison au niveau des 6A est peu affectee. II semble 
que c'est l'accumulation locale de T qui conduit a augmenter la terminaison. 

Bien que frequents, les arrets devant les sites ou la base modifiee est demandee 
ne sont pas systematiques, que cette demande intervierine de facon isolee ou non. 

Globalement les analogues (sauf dUTP) augmentent les taux de terminaison des 
20 l'initiation de I'elongation. 

2.2. Identification des sites de terminaison avec le fragment de Klenow 

Globalement la presence des analogues de base reduit l'efficacite de la 
polymerisation du fragment de Klenow, rendant la detection des sites de terminaison 
25 difficilement decelable au-dela de la position +55, c'est la raison pour laquelle nous 
n'avons represent dans les differentes figures qui suivent que les sites de terminaison 
localises entre les position +20 et +55. 



30 



2.2.7. Identification des sites de terminaison en presence de dUTP (Figure 2.6) 
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L'echange de dTTP par dUTP augmente dc facon significative le taux de 
terminaison de la plupart des sites qui precedent l'incorporation du dUMP au sein du 
brin neosynthetise, a l'exception de G40. A part G34, les sites de terminaison en 
presence de dUTP ne sont plus decelables entre 3 1 et 45. 

5 

2. 2. 2. Identification des sites de terminaison en presence de dITP (Figure 2. 7) 

Les augmentations des taux de terminaison des sites localises avant 
l'incorporation d'un dITP (A24, C28, G32, T36 et A50) sont en general plus fortes que 
ceux oil le dITP vient d'etre incorpore (29, C33, C51). II y a moins d'arret au niveau de 
10 C25, C37 et C49 : ces sites ont la particularity de preceder l'incorporation de A ou T au 
sein du brin polymerise, alors que tous les autres sites precedent l'incorporation d'un G 
ou d'un C, a l'exception de C29 qui a la particularite d'etre precede de l'incorporation de 
2 dIMP. 

15 2.2.3. Identification des sites de terminaison en presence de c7dGTP (Figure 2.8) 

Tous les arrets sur les sites ou le c7dGMP est incorpore dans le brin polymerise 
sont en augmentation par rapport a la reaction avec le dGTP, ainsi que (mais dans une 
moindre mesure) les sites precedant l'incorporation du c7dGMP, a l'exception de C32 
dont le taux de terminaison diminue de 26% en presence de c7dGTP: D'autres sites non 

20 localises en amont ou sur des sites d'insertion du c7dGMP presentent egalement des 
variations du taux de terminaison. 

2.2.4. Identification des sites de terminaison en presence de c7dATP (Figure 2.9) 

II y a augmentation des taux de terminaison en 3 vagues, au debut de 
25 l'elongation, apres 1 tour d'helice et 3 tours d'helice. II n'y a aucune correlation avec la 
presence de T sur le brin matrice. Les sites de terminaison compris entre les 3 vagues 
observees avec le dATP, ne donnent pas lieu a des arrets avec l'analogue c7dATP. 

2.2.5. Comparaison du taux de terminaison suivant l'analogue (Figure 2.10) 

30 Comme nous pouvons le voir sur la figure 2.10, les effets des 4 analogues sont 

importants en debut d'elongation et jusqu'a environ +40, les arrets augmentent ou 
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diminuent tour a tour. La region +50 est le siege de tres importantes augmentations avec 
les 4 analogues. 

Exemplc 3 : Comparaison de Tinfluence de la presence des analogues de bases sur 
5 la terminaison de la synthese catalysee par les deux enzymes 

3.1, Recapitulation de Vinjluence du dUTP sur la terminaison avec le fragment de 
klenow de VADN polymerase et la reverse transcriptase de HIV-1 (Figure 3.1) 

La difference structural entre dUTP et dTTP est l'absence de groupement 

10 methyle en position C5 au niveau de la base pyrimidique. Ce groupement n'est pas 
implique dans Tappariement des bases, mais il modifie le grand sillon, de la double- 
helice de l'ADN, de plus la methylation des bases conduit a une augmentation moderee 
de 1'interaction entre les bases. 

La reverse transcriptase de HIV-1 et le fragment de Klenow ont un 

15 comportement different vis-a-vis du dUTP. Sur les residus A de la matrice a copier, 
correspondant aux sites oiiUa ete incorpore, les taux de terminaison diminuent pour la 
reverse transcriptase. Dans la sequence etudiee et les conditions de l'experience, 
Textension de l'amorce ayant a son extremite 3' un U au lieu de T est done en general 
facilitee avec la reverse transcriptase de HIV-1, bien que globalement la variation est 

20 modeste. Lors de la synthese catalysee par le fragment de Klenow, la variation de 
1'intensite de la terminaison est plus faible au niveau de tels sites. 

L'effet de la base matrice en 3' de A est en general d'augmenter le taux de 
terminaison avec dUTP avec le fragment de Klenow, alors que dans le cas de la reverse 
transcriptase de HIV-1, elle diminue. ^incorporation sur la base suivant celle du U est 

25 en general moins susceptible de terminaison (reverse transcriptase de HIV-1) et 
pratiquement sans effet pour le fragment de Klenow. 

Certaines terminaisons non contiguees a Tincorporation de U sont egalement 
perturbees par la presence du dUTP au lieu du dTTP. Ainsi les sites localises deux bases 
en amont du U incorpore presentent en general une variation des taux de terminaison 

30 avec les 2 enzymes, ce phenomene est plus perceptible dans le cas de la reverse 
transcriptase de HIV- 1 . 
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Certains sites de terminaison non localises sur ou en amont d'un site d'insertion 
du dUMP lors de la polymerisation catalysee par le fragment de Klenow presentent 
egalement des variations dans leur taux de terminaison, la majorite de ces sites 
presentent une diminution du taux de terminaison en presence de dUTP, a l'exception 
5 des 3 premieres bases polymerisees alors qu'aucun dUMP n'a ete incorpore dans le brin 
polymerise et de G27. 

L'effet de l'incorporation de U a la place de T est perceptible surtout dans 
I'elongation correspondant aux deux premiers tours d'helice (matrice 20 a 40). Les 
complexes avec la reverse transcriptase de HIV-1 terminent moins frequemment. Les 
10 terminaisons avec KF alternent entre augmentation et diminution. Les memes 
observations valent pour le debut du 4 eme tour d'helice, alors que la synthese du 3 cme tour 
d'helice se fait sans modification. 

II apparait que l'absence de CH3 dans le grand sillon facilite legerement 
I'elongation de la reverse transcriptase de HIV- 1 . 

15 

5.2. Recapitulation de {'influence du dITP sur la terminaison avec la reverse 
transcriptase de HIV-1 et du fragment de Klenow (Figure 3,2) 

La difference structural entre dITP et dGTP est l'absence du groupement NH2 
implique dans l'appariement avec la base C, conduisant, entre autres, a une diminution 

20 de Interaction entre les bases I:C par rapport a G:C. 

Les sites de terminaison obtenus lors de la synthese catalysee par la Reverse 
transcriptase de HIV-1 et du fragment de Klenow, precedant l'incorporation de I 
presentent une augmentation de leur intensite, a l'exception de A53 pour la reverse 
transcriptase et de G27 pour la fragment de Klenow. L'augmentation du taux de 

25 terminaison est egalement de regie sur les sites C avec le fragment de Klenow (a 
l'exception de C25, C37 et C49), tandis qu'avec la reverse transcriptase de HIV-1, 
1'influence de la presence du dITP est tres contrastee : certains sites ne presentent pas de 
difference d'intensite significative C21 et C51, alors que Tamplitude de C49 est 
fortement reduite et celle de C20 augmente de fa9on dramatique pour la polymerisation, 

30 nous ne pouvons exclure dans le cas de C20 que la difficulty a incorporer le dITP au 
niveau de C21 ne soit responsable de cette augmentation. 
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Tous les sites C sur la matrice qui presenter*! une diminution du taux de 
terminaison avec le fragment de Klenow et la reverse transcriptase de HIV- 1 precedent 
Incorporation d'un A ou d'un T, alors que les sites C dont le taux de terminaison 
augmente en presence de dITP au lieu du dGTP ont la particularity de preceder 

5 l'incorporation d'un C ou d'un G. 

La moindre stabilite de la paire I.C, 1'absence pour cette paire d'accepteur de 
proton dans le petit sillon ont un effet inhibiteur marque sur I'elongation par la reverse 
transcriptase de HIV-1 durant la synthese du premier tour d'helice. A la sortie des 6A, la 
reverse transcriptase de HIV-1 subit une inhibition forte. 

10 Un fait surprenant observe dans le cas de la reverse transcriptase de HIV-1 est la 

difference d'intensite observee sur certains sites qui n'ont pas dans leur environnement 
proche de residu C et qui pourtant presentent dans certains cas une variation 
considerable de la terminaison. La sequence du brin neosynthetise de ces sites de 
terminaison jusqu'a la 16 dmc base a ete representee daris le tableau 3.1 pour la reverse 

15 transcriptase de HIV-1 . 

Pour les sites de terminaison non localises avant ou sur un site d f insertion du 
dITP, le taux de terminaison diminue lors de la polymerisation avec la reverse 
transcriptase de HIV-1, a l'exception de G22 qui presente une tres forte augmentation de 
l'intensite de terminaison, et A26 et A41 qui restent stables, ^extraordinaire 

20 augmentation du taux d'avortement au niveau de G22 pourrait s'expliquer par la 
variation de la conformation de la double-helice entre les position +2 et +5 du brin 
amorce/ matrice qui par le changement de dGTP par dITP conduit a une suite de A-I au 
niveau de la forme A de matrice/amorce. 

25 3.3. Recaphulatif de Vinfluence du cldGTP sur la terminaison avec le fragment de 

klenow et la reverse transcriptase de H1V-] (Figure 3.3) 

La substitution de dGTP par c7dGTP ne devrait pas modifier substantiellement 

Tappariement c7G:C et a pour effet principal de supprimer un accepteur de proton dans 

le grand sillon done 1'interaction de TADN avec l'enzyme, mais elle provoque des 
30 inhibitions d'elongation tres importantes des la synthese du l cr tour d ! helice pour la 

reverse transcriptase de HIV- 1 . 
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Avec la reverse transcriptase de HIV-1, et le fragment de Klenow, les sites qui 
voient leur taux de terminaison augmenter sont dans leur grande majorite des sites 
localises sur des sites d'incorporation du c7dGTP ( a l'exception de €21 et C49 avec la 
reverse transcriptase de HIV-1, les deux premieres bases polymerisee), ainsi que les 
5 positions qui precedent 1'insertion du c7dGMP au sein du brin polymerise, a l'exception 
de A50 avec la reverse transcriptase de HIV-1 et G32 avec le fragment de Klenow. 

D'autres sites non impliques dans Incorporation ou 1'extension du c7dGMP 
presentent egalement des variations dans leur taux de terminaison, en particulier au 
niveau des sites localises a la sortie de la suite de 6A qui presentent globalement une 
10 diminution de la terminaison dans le cas de la reverse transcriptase de HIV-1 . 

Les sites qui presentent des variations de l'intensite des sites de terminaison en 
presence du c7dGTP avec la reverse transcriptase de HIV-1 ont ete repertories dans le 
tableau 3.2. Dans le cas de la reverse transcriptase de HIV-1, avec le c7dGTP seuls deux 
sites presentent une augmentation du taux de terminaison G22 et A77, un seul reste 
15 stable : G82 et les autres presentent une diminution. Au niveau de la position 22, seuls 
les residus en +2 et +3 sont des c7dGMP. 

3.4. Recapitulatif de I 'influence du c7dATP sur la terminaison de la reverse 
transcriptase de HIV-1 et du fragment de klenow (Figure 3.4) 

20 Comme le precedant analogue etudie, cette substitution ne devrait pas affecter 

l'appariement de c7A.T, cependant elle perturbe considerablement l'elongation par la 
RT, surtout au cours de la synthese du 2 6me tour d'helice, au debut du 5 eme et pendant le 
6 amc , alors que la synthese du l cr tour est relativement peu affectee. 

Dans le cas de la reverse transcriptase de HIV-1, les sites qui voient leur taux de 

25 terminaison augmenter sont, dans leur grande majorite des sites localises sur ou en 
amont des residus T sur la matrice, impliquant que la polymerase a des difficultes a 
incorporer le c7dATP au sein du brin polymerise ; une fois le c7d ATP incorpore au sein 
de la matrice, 1'extension est egalement reduite a l'exception de A75. 

Le cas du fragment de Klenow est particulier dans la mesure ou des variations de 

30 l'intensite de la terminaison sont observees lors de la polymerisation des premieres 
bases alors qu'aucun c7dAMP n'a ete incorpore. Ces variations sont egalement 
presentes en presence de seulement 3 des 4 dNTPs (C,G,T) (donnees non presentees). 
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Comme dans les cas avec dITP et c7dGTP nous avons repertorie pour la reverse 
transcriptase de HIV, dans le tableau 3.3, les sites presentant des differences dans leur 
taux de terminaison avec dATP et c7dATP, alors qu'ils ne sont ni localises ni sur une 
position d' incorporation ni d'extension de Tanalogue. 
5 Avec la reverse transcriptase de HIV-1, des variations de l'intensite de la 

terminaison sont observees sur des sites non impliquees dans l'extension ou dans 
l'incorporation de c7dATP, ces variations sont probablement dues a la difference de la 
sequence du brin neosynthetise possedant des c7dAMPs au lieu des dAMPs (voir 
tableau 3.3) qui modifieraient Interaction des RTs avec le complexe reactionnel et done 
10 soit augmenterait ou diminuerait le frequence de dissociation. 

3.5. Recapitulatifde Vinjluence des analogues de bases sur la terminaison 

Chaque analogue de base induit des modifications dans la polymerisation 
catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1 et le fragment de klenow. Un fait 

15 interessant dans ce chapitre est 1'influence de ces analogues sur des sites non impliques 
dans l'incorporation ou l'extension de base modifiee, a l'exception de U. Or tous ces 
sites qui presentent une variation dans leur taux de terminaison, ont la particularity 
d'etre precedes de l'incorporation de bases modifiees sur le brin polymerise, a 
l'exception du fragment de klenow avec c7dATP. Les variations des taux de terminaison 

20 au niveau des premieres bases polymerisees en presence de c7dATP pourraient 
s'expliquer par l'activite exonucleasique 3 '-^5' du KF. 

Exemple 4 : Etude de la fidelite de la reverse transcriptase de HIV-1 en presence 
des analogues de base 

25 Pour comprendre le role des . trois dNTP presents impliques dans la 

misincorporation suite a l'absence du quatrieme dNTP, le dGTP ou/et le dCTP ont ete 
respectivement remplaces par le dITP et le dUTP dans la reaction moins A. Le dITP a 
ete choisi car I peut s'apparier avec T et done suppleer l'absence de A, et dUTP a ete 
choisi pour evaluer l'effet que l'absence du methyle d'un T peut avoir sur la fidelite 

30 d'incorporation de la, paire voisine. Pour cette raison nous nous interessons non 
seulement aux sites et taux de misincorporations, mais a la cinetique avec laquelle ces 
misincorporations se font. Les conditions les plus propres a l'absence de fidelite de la 
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HIV-RT ont ke retenues : utilisation de la matrice + env (amorce ppt) et absence de 
dATP (donnees non montrees). 

Apres hybridation de I'amorce ppt marquee a l'extremite 5' (1 pmole) avec la 
matrice + env (2 pmoles) , la reverse transcriptase de HIV-1 a la concentration finale de 

5 0,lU/|il est ajoutee. Des fractions equivalentes (1/4 du melange) sont additionnees de 
solutions contenant dCTP, dGTP, dCTP (temoin), dCTP, dITP, dTTP ou dCTP, dGTP, 
dUTP ou dCTP, dITP, dUTP a la concentration finale de 500 jaM chacun. Des aliquotes 
de 1/4 du volume reactionnel sont preleves au bout de Imin, 2,5 min, 5 min et 10 min et 
la reaction est stoppee par 1 mM EDTA (concentration finale). Apres denaturation a 

10 92°C pendant 5 min, les produits des reactions sont deposes sur gel d'acrylamide 13% 
' denaturant 8M uree. 

Dans les. conditions de 1 'experience (concentration d'enzyme 0,lU/|il), en 
l'absence de dATP mais en presence des 3 autres dNTPs normaux, les pauses 
majoritaires sont localisees en amont des residus T sur la matrice (figure 4.1), mais tous 

15 ces sites n'ont pas des capacites d'arret identiques. Au niveau de la deuxieme 
misincorporation, l'enzyme pause tres peu aussi bien en amont de T-130 (matrice) que 
sur T-130, alors qu'au, niveau de T-135 et T-125 (matrice), l'enzyme pause 
majoritairement en amont des bases et peu sur Textremite mal appariee. 

En rempla9ant le dTTP par le dUTP, le profil des pauses est peu change (figure 

20 4.2), bien qu'une augmentation du taux de terminaison soit visible par rapport a la 
reaction avec le dTTP, 

En rempla9ant le dGTP par le dITP, la pause devant le T-135 (matrice) n'est plus 
detectable , alors qu'une pause apparait face au A -134 (figure 4.3), cela bien que le 
dTTP soit present. La terminaison devant T-130 (matrice) diminue fortement d ! intensite. 

25 Le changement simultane de dTTP et de dGTP par dUTP et dITP ne modifie 

pas de fa?on significative les profils des pauses par rapport a la reaction avec dITP, mais 
augmente Tintensite des pauses. 

La figure 4.4 represente la variation du taux de misincorporation devant T-135 
(matrice), le premier site de misincorporation, en fonction du temps et de l'analogue de 

30 base utilise. 

En presence de dCTP, dGTP et dTTP, le taux d'erreur au niveau de la premiere 
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misincorporation face a T-135 augmente de 33% a 78% au bout de 10 min d'incubation, 
ce pourcentage reste ensuite constant (80% d'erreur au bout de 30 min). L'echange de 
dTTP par dUTP conduit a une translation de la courbe, le taux d'erreur grimpe de 5% a 
65% apres 10 min d'incubation (apres 45 min, ce pourcentage tend vers 77%, 

5 experiences non presentees). 

Le remplacement de dGTP par dITP, ou de dGTP et dTTP par dITP et dUTP, 
induisent une augmentation respective des taux d'erreur de 0 a 40 et de 0 a 20% , apres 
10 min d'elongation ; des valeurs proches sont egalement observees au bout de 45 min. 
(donnees non presentees). II semble done y avoir deux effets: un effet cinetique, lie a 

10 l'incorporation ralentie de 1'analogue dITP, et un moindre taux d'erreur en presence de 
cette base. Ceci s'explique par la substitution du dITP au dATP absent. 

Exemple 5 : Analyse des misappariements 

Pour mieux comprendre les mecanismes qui regissent l'incorporation de 
15 nucleotides incorrects inseres lors des reactions "moins ", plusieurs "mutants" obtenus 
avec la reverse transcriptase de HIV-1 ont ete sequences. L'etude a ete limitee au cas de 
"moins A", car les sequences mutees sont facilement identifiables par restriction. 

5.1. En presence des bases "naturelles" 

20 Les differents mutants sont generes au cours de la reaction "moins A" avec la 

matrice + env, et l'amorce ppt. Matrice/amorce marquee (0,5 pmole), reverse 
transcriptase (0,04 U/ul) et les 3 dNTPs (500 uM final) ont ete incubes 30 mn a 37°C, 
puis le dATP (500 uM final) a ete ajoute et l'incubation poursuivie 30 mn a 37°C. La 
reaction est alors stoppee par ajout d'EDTA a la concentration de lOmM finale. Les 

25 produits de reaction sont recuperes apres precipitation alcoolique, digeres par l'enzyme 
Sac I. Apres denaturation a 90°C pendant 3 mn, le produit est depose sur gel 
d'acrylamide 10% denaturant. Apres migration et mise en autoradiographic, les bandes 
de 200 bases sont recuperees sur le gel, puis purifies. Ces fragments sont amplifies par 
PCR (15 cycles), coupes par Mlu I et Bam H I et inseres dans pBluescript SK + ppt par 

30 ligation avec la T4 ADN ligase puis transformation avec XL 1 Blue. 

Les plasmides mutes sont facilement selectionnes car Us n'ont plus le site de 
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restriction reconnu par Tenzyme Nco I (voir figure 4.5). De plus Tabsence de digestion 
enzymatique avec Sph I implique une double mutation. 

Avec la reverse transcriptase de HIV-1, sur les 48 plasmides isoles et analyses 
sur gel d'agarose avec les enzymes de restriction Nco I et Sph I, 33 plasmides ont ete 
5 mutes a au moins deux sites puisqii'aucun n'est digere ni par Nco I, ni par Sph I. Aucun 
plasmide ne possedant qu'une mutation n'a ete isole. 

Pour determiner les types de mutation induites par I'absence de dATP dans le 
milieu reactionnel lors de la polymerisation catalysee par la reverse transcriptase de 
HIV-1, certains plasmides ont ete sequences. Les sequences mutees sont representees 
10 dans la figure 4.6. Nous n'avons represents qu'une partie de la sequence etudiee, le reste 
de la sequence ne presente pas de mutation. 

On constate que dans les conditions de notre etude, et pour les sequences 
analysees, les erreurs forcees dues a Tabsence de dATP dans le milieu ne donne lieu ni a 
deletion, ni a insertion, mais uniquement a des substitutions de base. 
15 Lors de la premiere misincorporation G est incorpore de fa9on exclusive a la 

place de A sur les 10 plasmides mutes avec la reverse transcriptase de HIV-1, alors que 
pour les autres positions, bien que le G remplace A preferentiellement, des pyrimidines 
sont egalement presentes, en particulier C. 

On remarque que la premiere et deuxieme misincorporation s'opere dans un 
20 contexte matriciel proche identique (3' GTAC5') mais peut generer des substitutions 
differentes. Cela implique que le type d'erreur engendree par la reverse transcriptase de 
HIV-1 serai t affecte par des differences de sequence distante du site de mutation . 
L'erreur engendree T.dGTP ne peut etre expliquee par un glissement de Tamorce ou de 
la matrice ; aussi cette erreur est probablement engendree par ^'incorporation directe du 
25 nucleotide incorrect. En revanche, Terreur T.dCTP sur le second site pourrait s'expliquer 
par un tel glissement sur plus d'une base. 

5.2. Etude en presence d'analogues de bases 

La reaction de polymerisation a ete effectuee en Tabsence de dATP, comme pour 
30 la reaction en presence de bases "naturelles 11 , mais le dGTP a ete remplace par le dITP 
ou le dTTP par le dUTP. Apres 30 min a 37°C en presence de la reverse transcriptase de 
HIV-1 et de 3 des 4 bases, la matrice/amorce marquee est purifiee sur colonne Sephadex 
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G50, de maniere a eliminer les nucleotides qui n'ont pas ete incorpores et en particulier 
le dITP et le dUTP qui modifierait. le site de restriction Sac I. Puis l'elongation est 
poursuivie pendant 30 min a 37°C en presence des 4 dNTPs naturels a la concentration 
finale de 500 uM et de I'enzyme (0,05U/u.l). Apres precipitation alcoolique et digestion 
5 avec I'enzyme de restriction Sac I et recuperation de la bande de 200 bases, une PCR est 
effectuee dans les memes conditions que pour la reaction en presence des bases 
"naturelles". 

5.2.1. Etude de misincorporation par la reverse transcriptase de HIV- J en presence de 
10 dITP 

Sur les 36 plasmides isoles, 4 sont mutes sur le premier site ou A est demande au 
moins, un sur les deux premiers sites et 3 sur les trois premiers sites au moins, d'apres 
le test de digestion enzymatique avec Nco I et Sph I. Les sequences mutees sont 
representees dans la figure 4.7. 
15 Aucune deletion, ni insertion n'est detectee par le test enzymatique au sein des 7 

plasmides sequences. 

Au niveau du l er site de misincorporation (T-135 matrice), la base I, analogue 
de G est incorpore 3 fois, C 4 fois. Au second site (T-130 matrice), C est la seule base 
trouvee, et au troisieme (T-l 25 matrice) T et C sont detectes. 

20 

5.2.2. Etude de misincoporation par la reverse transcriptase de HIV- J en presence de 
dUTP 

Le protocole experimental est identique sauf que le dTTP a ete remplace par le 

dUTP." 

25 Sur les 36 plasmides mutes, 21 plasmides presentent au moins deux mutations 

(determiner par la digestion enzymatique avec Sph I et Nco I), les 15 autres plasmides 
sont linearises a la fois par les enzymes Sph I et Nco I et ne presentent pas de mutation 
sur ces sites. La figure 4.8 donne la sequence des 6 plasmides sequences. 

Sur les 6 plasmides sequences, un seul presente 3 mutations alors que pour les 5 

30 autres, la reverse transcriptase de HIV-1 a incorpore jusqu'a 4 nucleotides incorrects sur 
le meme brin. Tous les mesappariements sur le premier site sont des G, ceux sur les 
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sites suivants sont majoritairement des G aussi, avec des C mais jamais de U. Les 
mesappariements sont de type T:G mais sont egalement presents des mesappariements 
de type T:C mais avec une frequence d'apparition plus faible (17 contre 6 en considerant 
tous les mesappariements quelque soit leur position). Mais tous les sites oil ont lieu 
5 Incorporation de nucleotides incorrects ne sont pas egaux vis-a-vis du type de 
mesappariements engendres par la reverse transcriptase de HIV-1 : au niveau de la l ere 
misincorporation, sur les 6 plasmides mutes, T:G est l'unique mesappariement observe, 

alors qu'au niveau de la 2 eme misincorporation T:C est aussi frequent que T:G. Sur le 

3^ me et 4^ me site de misincorporation, G est introduit preferentiellement par rapport a 
10 la base C avec respectivement 4 T:G contre 2 T:C et 4 T:G contre 1 T:C. Aucune base 
U n ! est incorporee pour former le mesappariement T:U. 

5.2.3. Conclusion 

Lors de l'etude des mutants obtenus lors de la reaction moins A en presence des 
15 substrats naturels de la reverse transcriptase de HIV-1, les erreurs erigendrees sont des 
substitutions de type transition, la purine A etant preferentiellement substitute par la 
purine G quand le dGTP est present dans le milieu reactionnel. 

Rappelons que G peut s'apparier a T en appariement "Wobble". 
L'appariement G.T, representee figure 4.9, ne possede pas une geometrie de type 
20 Watson-Crick (Hunter et Kennard, 1987). La paire de base G.T n'induit que tres peu de 
perturbations locales de 1'helice et la conformation globaie du duplexe est peu affectee. 
La paire GT donne lieu a des structures d'hydratation complexes (voir figure 4.9) qui 
permettent de stabiliser 1'appariement et l'insertion de cette paire dans la double helice. 
La preponderance de la substitution G peut done s'expliquer facilement par la stabilite 
25 de la paire de base GT. 

La paire heteropyrimidine T:C a ete decrite dans deux configurations 
symetriques seulement, la paire T:T dans la configuration symetrique et assymetrique 
(Donohue et Trueblood, 1960). C'est seulement dans cette derniere configuration que les 
positions des liens glycosyles de la paire T:T sont compatibles avec son insertion dans 
30 la double helice. La meme observation vaut pour Tune des paires T:C. Les energies 
^interaction entre ces bases sont dans l'ordre T:G»T:C>T:T (Kudritskaya et Danilov, 
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1976), soit Tordre de preference d'incorporation en face de T (matrice) que nous 
observons. 

Au niveau du premier site de mutation, la substitution par G est systematique. 
Elle est favorisee sur les autres sites. Les deux premiers sites de mutation possedent la 
5 meme sequence locale. Une possibility pour expliquer la presence du C au second site, 
mais pas au premier pourrait etre trouvee dans le glissement du brin neosynthetise, 
facilite par la misincorporation au niveau du premier site (fig 4.10). Mais au niveau des 
trois autres sites de mutation, la substitution par G ne peut etre expliquee par un tel 
glissement. 

10 En presence de dGTP, dCTP et dTTP, l'ordre de preference de substitution aux 

quatre sites est G»C»T lors de la polymerisation catalysee par la reverse transcriptase 
de HIV-1 en l'absence de dATP. 

L'analyse des plasmides mutes se lirnite aux quatre premiers T (matrice) 
rencontres par les enzymes. Dans le cas de la reverse transcriptase de HIV-1, on observe 

15 sur le gel d'autoradiographie des extensions bien au-dela. Pour verifier si les elongations 
arretees sont definitivement terminees ou pausent en restant actives, nous avons refait 
l'experience moins A, mais au lieu de stopper la reaction apres 30 min a 37°C, le dATP 
manquant a la concentration finale de 500 jaM est additionne au melange reactionnel et 
la reaction est stoppee 30 min. plus tard avec 1/3 (v/v) de solution stop. Dans ces 

20 conditions, au niveau de tous les brins stoppes a une position donnee, I'elongation 
reprend. Les complexes arretes sont done toujours actifs. , 

L'absence de modification des profils de misincorporation en rempla<?ant le 
dTTP par le dUTP etait previsible, puisque nous avons observe en l'absence du dATP 
une seule incorporation d'un T en face d'un T (matrice). La paire T:T asymetrique a ete 

25 decrite (Donohue. et Trueblood, 1960) mais semble peu stable (Kudritskaya et Danilov 
V.L, 1976). 

Le dITP reduit le taux d'erreur observe avec le dGTP au niveau du premier site 
de misinsertion de pres de 50% au bout de 45 min. d'incubation. La misincorporation en 
presence de dITP serait done plus difficile qu'en presence de dGTP. En l'absence de 
30 dATP et dGTP, la purine I ne s'apparie a T que dans trois cas, contre 8 appariements 
T:C et un T:T. Les trois T:I apparaissent d'ailleurs face au premier T-135 (matrice). 
Nous n'avons pas trouve de reference sur I'&riergie de la paire T:I, mais les taux 
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d'insertions que nous observons sont en faveur du classement T:C»T:I»T:T. 

L'etude de la fidelite de la reverse transcriptase de HIV-1 , effectuee en l'absence 
d'un des 3 nucleotides, a montre que le taux d'erreur de l'elongation a partir de ppt est 
plus fort par rapport a la polymerisation a partir de pbs. L'etude, en accord avec celles 
de Perrino et al., 1989 ; Yu et Goodman, 1992, montre que la reverse transcriptase etend 
les mesappariements plus facilement qu'elle ne les forme. L'absence de bande de forte 
terminaison au niveau des sites de misincorporation au-dela du l er mesappariement 
suggere que les paires de bases mal appariees n'affectent que peu la poursuite de la 
polymerisation avec la reverse transcriptase de HIV-1. Dans certains cas, en particulier 
avec l'amorce ppt, les mesappariements dans le brin neosynthetise, semblent merae 
favoriser les erreurs suivantes. 

L'etude des mutants obtenus en l'absence de dATP lors de la polymerisation 
catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1 indique que les types d'erreur induits par 
cette reverse transcriptase ne presentent pas de deletions ou d' additions de bases. 
1 5 Globalement l'ordre de substitution aux quatre sites T de la matrice est G»C»T. II est 
possible que le mesappariement au niveau du l er site modifie la specificite de l'erreur 
sur les sites suivants, soit en favorisant le deplacement du brin amorce (Fig 4.10), soit 
en favorisant la dislocation ou soit en modifiant la conformation du site catalytique. 

Au niveau du l er site de misincorporation G est probablement apparie a T en 
20 appariement de type « Wobble ». L'appariement T.G de type « Wobble » (Fig 4.9).est 
stabilise par des liaisons de type hydrogene avec les 3 molecules d'eau. L'absence de 
NH2 de I destabilise cet appariement ce qui expliquerait la diminution de la substitution 

T :I par rapport a T :G . 

La fidelite de la reverse transcriptase de HIV-1, en l'absence de dATP, en 
25 presence de dITP au lieu de dGTP est augmente. La majorite des mutants identifies en 
presence de dITP ne presente qu'une mutation de plus l'ordre de substitution, qui est 
modifie par rapport a la reaction avec dGTP, est C»I»T. Le changement de T par U 
ne modifie que peu le profil et la specificite des mutations engendrees par la reverse 
transcriptase de HIV-1 . 
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Exemple 6 : Conclusion generate 

La processivite et la fidelite de la transcriptase inverse de HIV-1 peuvent etre 
modulees par Tutilisation des bases modifiees. 
5 La presence de bases modifiees dans le melange reactionnel modifie la 

processivite au niveau des positions localisees sur les sites d'incorporation des bases 
modifiees et precedant ces derniers, pouvant impliquer un effet de l'empilement des 
bases consecutives sur la terminaison de la polymerisation comme nous I'avons montre 
dans le cas des bases naturelles (resultats non publies). Dans le cas d'utilisation 

10 d ! analogues tels que dITP et c7dNTP, nous avons montre des variations de la 
processivite au niveau de sites non impliques dans Incorporation de ces bases 
modifiees, ces variations peuvent s'expliquer par des modifications de la conformation 
de la double-helice ADN impliquant la vingtaine de bases qui est en contact avec 
l'enzyme. Cette modification de la conformation de la double-helice est induite par les 

15 differences structurales existant entre les bases naturelles et leurs analogues qui 
conduisent a des changements dans Interaction entre les bases appariees et les elements 
proteiques dans le grand et petit sillon, de la symetrie de l'appariement, des effets 
steriques, des forces ioniques etc... La double-helice d'ADN liee a la HIV-1 RT a une 
conformation caracteristique, une forme A sur les 5 paires de bases pres du site 

20 catalytique, suivi d'un coude d'environ 40° et une forme B en contact avec le domaine 
connection (Ding et al., 1997). La modification de la conformation de la double-helice 
en contact avec HIV-1 RT induite par la presence de bases modifiees dans le brin 
neosynthetise complements par le brin matrice va destabiliser ou stabiliser le complexe 
reactionnel et respectivement diminuer ou augmenter la processivite. 

25 La presence de bases modifiees peut modifier la fidelite de la transcriptase 

inverse de HIV-1. In vitro, nous avons montre qu'en l'absence de dATP, le 
remplacement de dGTP par un de ses analogues, le dITP, reduit le taux de mutation, 
diminue le nombre de mesappariements par plasmide et augmente Theterogenicite des 
plasmides mutes. La reduction du taux de mutation peut s'expliquer par Tabsence de 

30 NH 2 de I qui destabilise l'appariement T.I par rapport a T.G, qui est stabilise par des 
liaisons de type hydrogene avec 3 molecules d'eau (Fig. 4.9). L'utilisation d'analogues 
de bases permet ainsi de modifier l'ordre de preference de mesappariement. 
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Dans ce qui suit , on se referera aux figures suivantes : 
Figure 1.1 : Sequence utilisee dans cette etude. Les amorces sont soulignees. L'amorce 
pbs est suivie de 1 6 bases depourvues de A. 

Figure 1.2 : Structure chimique du dGTP et de deux de ses analogues le dITP et le 
5 c7dGTP. 

Figure 1.3 : Structure chimique du dATP et d'un de ses analogues le c7dATP. 
Figure 2.1 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par la reverse 
transcriptase de HIV-1 en fonction de la sequence a copier. L'abscisse represente la 
sequence nucleotidique de -env (brin sens) de rextremite 3' a 5' qui sert de matrice lors 
10 de la polymerisation pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, 
(□) en presence de dATP, dCTP, .dGTP et dUTP a la concentration finale de 500 uM 
chacun. 

Figure 2.2 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par la reverse 
transcriptase de HIV-1 en fonction de la sequence a copier. L'abcisse represente la 
15 sequence nucleotidique de - env (brin sens) de l'extremite 3' a 5' qui sert de matrice lors 
de la polymerisation pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, 
(□) en presence de dATP, dCTP, dITP et dTTP a la concentration finale de 500 uM 
chacun. 

Figure 2.3 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par la reverse 
20 transcriptase de HIV-1 en fonction de la sequence a copier. L'abcisse represente la 
sequence nucleotidique de - env (brin sens) de rextremite 3' a 5' qui sert de matrice lors 
de la polymerisation pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, 
(□) en presence de dATP, dCTP, c7dGTP et dTTP a la concentration finale de 500 uM 
chacun. 

25 Figure 2.4 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par la reverse 
transcriptase de HIV-1 en fonction de la sequence a copier. L'abcisse represente la 
sequence nucleotidique de - env (brin sens) de l'extremite 3' a 5' qui sert de matrice lors 
de la polymerisation pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP , 
(□) en presence de c7dATP, dCTP, dGTP et dTTP a la concentration finale de 500 uM 

30 chacun. 
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Figure 2.5 : Variation du taux de terminaison avec la reverse transcriptase de HIV-1 
avec les differents analogues. L'abscisse represente la sequence nucleotidique du brin 
sens de l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison a ete calculee en 
soustrayant le taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en presence d'un 
5 analogue de base (dUTP : bleu ; dITP : rouge ; c7dGTP : vert ; c7dATP : noir) aux taux 
obtenus avec la base normale a chaque site. 

Figure 2.6 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par le fragment de 
Klenow en fonction de la sequence a copier. L'abscisse represente la sequence 
nucleotidique - env (brin sens) de l'extremite 3' a 5' qui sert de matrice lors de la 
10 synthese ayant pour amorce pbs. (D) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, (□) 
en presence de dATP, dCTP, dGTP et dUTP a la concentration finale de 500 jiM 
chacun. 

Figure 2.7 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par le fragment de 
Klenow en fonction de la sequence a copier. L'abscisse represente la sequence 

15 nucleotidique - env (brin sens) de l'extremite 3' a 5' qui sert de matrice lors de la 
synthese ayant pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dGTP, dGTP et dTTP, (□) 
en presence de dATP, dCTP, dITP et dTTP a la concentration finale de 500 jiM chacun. 
Figure 2.8 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par le fragment de 
Klenow en fonction de la sequence a copier. L'abscisse represente la sequence 

20 nucleotidique - env (brin sens) de l'extremite 3' a 5' qui sert de matrice lors de la 
synthese ayant pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, (□) 
en presence de dATP, dCTP, c7dGTP et dTTP a la concentration finale de 500 |iM 
chacun. 

Figure 2.9 : Taux de terminaison de la polymerisation catalysee par le fragment de 
25 Klenow en fonction de la sequence a copier. L'abscisse represente la sequence 
nucleotidique - env (brin sens) de l'extremite 3 1 a 5' qui sert de matrice lors de la 
synthese ayant pour amorce pbs. (□) en presence de dATP, dCTP, dGTP et dTTP, (□) 
en presence de c7dATP, dCTP, dGTP et dTTP a la concentration finale de 500 nM 
chacun. 

30 Figure 2.10 : Variation du taux de transcription avec le fragment de klenow avec les 
differents analogues. L'abscisse et represente la sequence nucleotidique du brin sens de 
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l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison a ete calculee en soustrayant le 
taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en presence d'un analogue de base 
(dUTP : bleu ; dITP : rouge ; c7dGTP : vert ; c7dATP : noir) aux taux obtenus avec la 
base normale a chaque site 

5 Figure 3.1 : Variation du taux de terminaison avec la reverse transcriptase de HIV-1, de 
la reverse transcriptase du virus de la leucemie de Moloney de la souris (MoMLV), de 
la reverse transcriptase du virus du myeloblastoma aviaire (AMV) et du fragment de 
Klenow en presence de dUTP au lieu de dTTP. L'abscisse represente la sequence 
nucleotidique du brin sens de l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison est 

10 calculee en soustrayant le taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en 
presence du dUTP aux taux obtenus avec la dTTP a chaque site pour chacune des 
enzymes (HIV-1 RT : bleu ; MoMLV RT : rouge ; AMV : vert ; fragment de Klenow : 
noir). 

Figure 3.2 : Variation du taux de terminaison avec la reverse transcriptase de HIV-1, de 
15 la reverse transcriptase du virus de la leucemie de Moloney de la souris (MoMLV), de 
la reverse transcriptase du virus du myeloblastome aviaire (AMV) et du fragment de 
Klenow en presence de dITP au lieu de dGTP. L'abscisse represente la sequence 
nucleotidique du brin sens de l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison est 
calculee en soustrayant le taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en 
20 presence du dITP aux taux obtenus avec le dGTP a chaque site pour chacune des 
enzymes (HIV-1 RT : bleu ; MoMLV RT : rouge ; AMV : vert ; fragment de Klenow : 
noir). 

Figure 3.3 : Variation du taux de terminaison avec la reverse transcriptase de HIV-1, de 
la reverse transcriptase du virus de la leucemie de Moloney de la souris (MoMLV), de 

25 la reverse transcriptase du virus du myeloblastome aviaire (AMV) et du fragment de 
Klenow en presence de c7dGTP au lieu de dGTP. L'abscisse represente la sequence 
nucleotidique du brin sens de l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison est 
calculee en soustrayant le taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en 
presence du c7dGTP aux taux obtenus avec le dGTP a chaque site pour chacune des 

30 enzymes (HIV-1 RT : bleu ; MoMLV RT : rouge ; AMV : vert ; fragment de Klenow : 
noir). 
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Figure 3.4 : Variation du taux de terminaison avec la reverse transcriptase de HIV-1, de 
la reverse transcriptase du virus de la leucemie de Moloney de la souris (MoMLV), de 
la reverse transcriptase du virus du myeloblastome aviaire (AMV) et du fragment de 
Klenow en presence de c7dATP au lieu de dATP. L'abscisse represente la sequence 
5 nucleotidique du brin sens de l'extremite 3' a 5'. La variation du taux de terminaison est 
calculee en soustrayant le taux de terminaison obtenu entre la reaction effectuee en 
presence de c7dATP aux taux obtenus avec de dATP a chaque site pour chacune des 
enzymes (HIV-1 RT : bleu ; MoMLV RT : rouge ; AMV : vert ; fragment de Klenow : 
noir). 

10 Tableau 3.1 : Influence de la presence de dIMP par rapport au dGMP dans la sequence 
du brin neosynthetise sur la variation du taux de terminaison lors de la reaction 
catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1. La reference 1 est le site de terminaison 
de la polymerisation considere. 

Tableau 3.2 : Influence de la presence de c7dGMP par rapport au dGMP dans la 
15 sequence du brin neosynthetise sur la variation du taux de terminaison lors de la 
reaction catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1. La reference 1 est le site de 
terminaison de la polymerisation considere. 

Tableau 3.3 : Influence de la presence de c7dAMP par rapport au dAMP dans la 
sequence du brin neosynthetise sur la variation du taux de terminaison lors de la 
20 reaction catalysee par la reverse transcriptase de HIV-1. La reference 1 est le site de 
terminaison de la polymerisation considere. 

Figure 4.1 : Cinetique d'arret de polymerisation catalysee par la reverse transcriptase de 
HIV-1 en presence de dCTP, dGTP et de dTTP a la concentration finale de 500 ^iM 
chacun (□) 1 min, (□) 2.5 min, (□) 5 min, (□) 10 min. 
25 Figure 4.2 : Cinetique d'arret de polymerisation catalysee par la reverse transcriptase de 
HIV-1 en presence de dCTP, dGTP et de dUTP a la concentration finale de 500 jiM 
chacun (□) 1 min, (□) 2.5 min, (□) 5 min, (□) 10 min. 

Figure 4.3 : Cinetique d'arret de polymerisation catalysee par la reverse transcriptase de 
HIV-1 en presence de dCTP, dITP et de dTTP a la concentration finale de 500 ^M 
30 chacun (□) 1 min, (□) 2.5 min, (□) 5 min, (□) 1 0 min. 
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Figure 4.4 : Taux d'erreur de la reverse transcriptase de HIV-1 au niveau du premier 
site de misincorporation face a T-135 (matrice + env) en fonction du temps : dCTP, 
dGTP, dTTP, (♦) dCTP, dGTP, dUTP (■), dCTP, dITP, dTTP ( A ), dCTP, dTTP, 
dUTP (X) a la concentration finale de 500 \xM chacun. 

Figure 4.5 : Identification des plasmides mutes par digestion enzymatique avec Ncol et 
SphI lors de la polymerisation avec comme matrice + env et amorcee avec ppt en 
Tabsence de d'ATP. 

Figure 4.6 : Mutants obtenus lors de la polymerisation a partir de la matrice + env 
amorcee par ppt, en Tabsence de dATP et en presence de dCTP, dGTP, et dTTP. 
Etude effectuee avec la reverse transcriptase de HIV-1 et du virus de myeloblastome 
aviaire (AMV). 

Figure 4.7 : Mutants obtenus lors de la polymerisation a partir de la matrice + env 
amorcee par ppt, en Tabsence de dATP et en presence de dCTP, dITP, et dTTP. Etude 
effectuee avec la reverse transcriptase de HIV-1 et du virus de myeloblastome aviaire 
(AMV). 

Figure 4.8 : Mutants obtenus lors de la polymerisation a partir de la matrice + env 
amorcee par ppt, en Tabsence de dATP et en presence de dGTP, dGTP, et dUTP. Etude 
effectuee avec la reverse transcriptase de HIV-1 et du virus de myeloblastome aviaire 
(AMV). 

Figure 4.9 : Structure du mesappariement Guanine (G) - Thymine (T) de type 
"WOBBLE". La thymine est projetee dans le grand sillon alors que la guanine est 
projetee dans le petit sillon de TADN. Les 3 molecules d f eau qui stabilisent la paire de 
base mal appariee grace a des liaisons de type hydrogene disponibles, sont representees. 
Figure 4.10 : Intermediate possible conduisant a la substitution T vers C au niveau du 
deuxieme site de misincorporation. Les bases non complementaires sont en gras. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'analogues nucleotidiques acceptes comme substrat par la reverse 
transcriptase pour la realisation d'un medicament destine au traitement des 

5 . affections faisant intervenir la reverse transcriptase caracterisee en ce que lesdits 
analogues nucleotidiques : 

a) possedent un groupement 3*-OH, protege ou non, situe sur le carbone C3' du 2'- 
desoxyribqse, ledit groupement etant capable d'echanger des liaisons 
phosphodiester avec la chaine naissante et le nucleotide suivant, et 
10 b) ne terminent pas la reaction de reverse transcription. 

2. Utilisation selon la revendication .1 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques permettent de controler la fidelite de la reverse transcription. 

3. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques introduisent des mutations controlees des bases telles que des 

15 mutations de substitution, des mutations de deletion, des mutations d'insertion. 

4. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que les analogues' 
nucleotidiques permettent de controler la processivite de la reverse transcriptase. 

5 Utilisation selon les revendicatiohs 2 a 4, caracterisee en ce que lesdits analogues 
nucleotidiques : 

20 - diminuent de facon controler la fidelite de la reverse transcription et/ou abaissent 

de facon controlee la processivite de la reverse transcriptase et/ou en diminuent de 
facon controlee le temps de pause de la reverse transcriptase ; 
- augmentent de facon controlee la fidelite de la reverse transcription et/ou 
augmente de facon controlee la processivite de la reverse transcriptase et/ou allonge 

25 de facon controlee le temps de pause de la reverse transcriptase. 

6. Utilisation selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
les affections faisant intervenir la reverse-transcription sont provoquees par les 
virus retroides. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que lesdits virus retroides 
30 infectent l'homme et/ou les animaux et/ou les vegetaux. 
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8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que les virus relroYdes qui 
infectent les cellules humaines ou animates appartiennent plus particulierement au 
groupe des lentivirus, des oncovirus a ARN, des spumavirus et des hepadnavirus. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que le lentivirus est choisi 
parmi le groupe compose du virus de l'immunodeficience humaine (HIV), et de 
preference du virus de l'immunodeficience humaine de type 1 (HIV-1) et les virus 
de la leucemie des cellules T humaines (HTLV). 

10. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que 1'hepadnavirus est le 
virus de l'hepatite B (HBV). 

1 1 . Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 10 caracterisee en ce que 
les analogues nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine 
polynucleotidique introduisent des mesappariements. 

12. Utilisation selon la revendication 11 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine 
polynucleotidique s'apparient de preference selon un appariement de type Wobble. 

13. Utilisation selon la revendication 11 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine 
polynucleotidique s'apparient de preference selon un appariement de type ANTI- 
SYN. 

14. Utilisation selon la revendication 11 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine 
polynucleotidique s'apparient de preference selon un appariement de type 
Hoogsteen et/ou de type reverse Hoogsteen. 

15. Utilisation selon la revendication 11 caracterisee en ce que les analogues 
nucleotidiques incorpores par la reverse-transcriptase dans la chaine 
polynucleotidique s'apparient de preference selon un appariement de type reverse 
Watson-Crick. 

16. Utilisation dialogues nucleotidiques selon l'une quelconque des revendications 1 
a 15 caracterises en ce qu'ils sont choisis parmi 1'ensemble des nucleotides modifies 
naturels, et plus particulierement les nucleotides modifies presents dans les ARN 
procaryotes ou eucaryotes. 
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" 17. Utilisation d'analogues nucleotidiques selon la revendication 16 caracterises en ce 
qu'ils sont choisis parmi l'ensemble des nucleotides modifies des ARN de transfert 
(ARNt) procaryotes ou eucaryotes. 

18. Utilisation d'analogues nucleotidiques selon la revendication 17 caracterises en ce 
5 qu'ils sont preferentiellement choisis parmi le dUTP, le dITP, le C7dGTP et le 

C7dATP. 

19. Utilisation d'analogues nucleotidiques selon Fune quelconque des revendications 1 
a 15 caracterises en ce qu'ils ne sont pas presents naturellement dans les cellules 
vivantes. 

10 20. Utilisation d'analogues nucleotidiques selon la revendication 19 caracterises en ce 
qu'ils possedent les bases modifies 6H, 8H-3, 4-dihydropyrimido [4,5c] [1,2] 
oxazin-7-one (P) et N 6 methoxy-2,6-diaminopurine (K). 

21. Utilisation d'analogues nucleotidiques selon Tune quelconque des revendications 1 
a 20 caracterises en ce que lesdits analogues soierit de preference sous la forme 

15 triphosphate et deoxytriphosphate. 

22. Utilisation d'analogues nucleotidiques l'une quelconque des revendications 1 a 21 
caracterises en ce qu'ils component des groupements protecteurs des groupes 
fonctionnels. 

23. Utilisation d'analogues nucleotidiques Tune quelconque des revendications 1 a 22 
20 caracterises en ce que lesdits analogues soit sous la forme de pronucleotides bis-(S- 

acyI-2-thioethyl). 

24. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce quelle contient des analogues 
nucleotidiques selon l'une quelconque des revendications 1 a 23 et un vehicule 

*. pharmaceutiquement acceptable. 
25 25. Composition pharmaceutique selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'elle 
contient un melange d'au minimum un analogue nucleotidique et d'au miminum un 
agent antiretroviral choisi parmi le groupe compose des inhibiteurs de la reverse 
transcriptase nucleotidiques et non nucleotidiques et des antiproteases virales 
comme produit de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee 
30 dans le temps en therapie antivirale. 

26. Composition pharmaceutique . selon la revendication 25, caracterisee en ce que 
" Tinhibiteiir de la reverse transcriptase est choisi parmi le 3'-azido-3 r deoxythymidine 
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(AZT), le 2\3'-dideoxyinosine (ddl), le 2',3'-dideoxycytidine (ddC), le (-)2*,3'- 
dideoxy-3'-theacytidine (3TC), le 2\3 , -didehydro-2',3 , dideoxythymidine (d4T) et le 
(-)2'-deoxy-5-fluoro-3'-theacytidine (FTC), le TIBO (Tetrahydroimidazo-(4, 5,1-1 , 
jk)(l,4)-benzodiapezine-2(lH)-one), le HEPT (l-[(2-hydroxyethoxy)-methyl]-6- 
phenylthiothymine), le TSAO ([2', 5'-bis-0-(tert-butyldimethylsilyl)-beta-D- 
ribofuranosyl]-3'-spiro-5"-(4"-amino-l", 2"-oxathiole-2", 2"-dioxide), l'a-APA (alpha- 
anilinophenylacetamide); la nevirapine, le BAHP (bis(etheroaryl)-piperazine), l'acide 
phosphonoformique (PFA). 
27. Composition pharmaceutique selon la revendication 25, caracteiisee en ce que 
l'antiprotease virale est choisie parmi Pindinavir et le saquinavir. 
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Sphi 

CGCAACCGG^CGGAC CGGTACC GTACGATCATCATTATGGTT 

5' ► Ncol 

amorce ppt I 3 des 4 dNPTs (sans dATP) 



1 



CGCAA(XGGACX3GACCGGTA(XGTACGATCATCATTATGGTT 
5* GCGTTGGCCTGCCTGGCCNTGGCNTGCTNGT 

amorce ppt perte du site Noo I 

N?sA perte du site Sph I 

FIG.4.5 



Sequence 
sauvage 

Sequence 
mutee 
AMVRT 



5'GCGTTGG(XTGCCTGGCCATGGCATGGCATGCTAArACCAA 

G C G G 

G G G G 

G G G G 

G G G T 

G C G G 



Sequence G C G G 

mutee G C G G 

HPV-1 RT G G C G 

G G G G 

G G G C 
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^J^f 5'GCGTTGGCCTGCCTGGCCATGGCATGCTA3TAArACCAA 

Sequence I 
mutee I 
HIV-1 RT C 

C 

I C 

C C T 

C C C 



F'IG.4.7 



Sequence ^GCGTTGGCCTGCCTGGCCATGGCATGCrAGTAArACCAA 



Sequence G C G G 

mutee G C G C 

HIV-1 RT G G C 

G C G G 

G G C G 

G G G G 
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matrice 3'GACGGACCGGTACCGTAGqA 
CTGCCTGGCCGTGGC 



6tape 1 : polym6risation jusqu'au 
deuxieme site de 
misinsertion 



matrice yGACGGACCXBGTACCGTAGGA 
CTGCCTGGCC 
TG 

G GC C 



6tape 2 : deplacement du brin 
amorce et insertion 



6tape 3 : rfelignement 
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= PAR INCORPORATION ET POLYMERISATION D'ANALOGUES DE NUCLEOTIDES ACCEPTES COMME SUBSTRATS 
S DE LA REACTION DE REVERSE TRANSCRIPTION SANS BLOQUER SON ELONGATION 

= (57) Abstract: The invention concerns the use of nucleotide analogues, defined as molecules acceptable as substrate of the 
= reverse-transcription response and enabling the addition of at least one supplementary nucleotide to the polynucleotide chain during 
S tne reverse transcription to affect and/or to control the fidelity and execution of the reverse transcription. The invention also concerns 
= a pharmaceutical composition containing said nucleotide analogues preferably selected among dUTP, dITP, C7dGTP and C7dATP 
= or characterised in that they have modified bases 6H, 8H-3,4-dihydropyrimido[4,5c][1.2]oxazin-7-one (P) and N methoxy-2,6-di- 
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(alpha-anilinophenylacetamide). neviparine. BAHP (bis(etheroaryl)-piperazine) or phosphonoformic acid (PFA). indinavir, 

saquinavir. 
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(57) Abrege : La presente invention porte sur Tutilisation d * analogues de nucleotides, definis comme des molecules capables 
d'etre prises comme substrat de la reaction de reverse transcription et de permettre l'addition d'au moins un nucleotide supple- 
mentaire a la chaine polynucleotidique en cours de synthese pour affecter et/ou prendre le controle de la fidelity et la processi- 
vite de la reverse transcription. Elle concerne ecalement la composition pharmaceutique contenant ces analogues nucleotidiques 
preferentiellement choisis parmi le dUPT. le dITP. le C7dGTP et le C7dATP, ou caractensds en ce qu'ils possedent les bases mo- 
difies 6H, 8H-3, 4-dihydropyrimido [4 ? 5c] 11.2] oxazin-7-one(P) et N me'thoxy-2,6-diaminopurine (K) seuls ou en melange avec 
la 3'-azido-3'deoxythymidine (AZT), le 2\ 3'-dideoxyinosine-(ddI). le 2\ 3 t -dideoxycytidine (ddC), le (-)2\ 2'-dideoxy-3'-thea- 
cytidine (3TCj, le 2\ 3*-diddhydro-2\ 3'dideoxythymidine (d4T) et le (-)2*-d<k>xy-5-fluoroOMheacytidine (FTC), le TIBO (Te- 
trahydroimidazo-(4,5,l-iyk) (1.4)-benzodiapezine-2(lH)-one), le HEPT (l-[(2-hydroxyethoxy)-methy]]-6-phenyllhiothymine). le 
TSA0(|2\5'-bis-0-(tert-butyldimeXv^ 

pha-APA (alpha-anilinophenylacetamide), la nevirapine, le BAHP (bis(etheroaryl)-piperazine) ou facide phosphonoformique (PFA), 
findinovir, le saquinovir (INDINAVIR). 
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Continuation of Box 1.2 

Claims 1-27 of the present application concern a use/composition defined (inter alia) 
by the following parameters: 

PI: nucleotide analogues and more specifically selected among the set of modified 
nucleotides of prokaryiotic or eukaryiotic transfer RNA 

P2: an antiretroviral agent selected among the group consisting of inhibitors of reverse 
transcriptase whether nucleotide or not 
P3: a viral antiprotease 

P4: a nucleotide analogue not terminating the reverse transcriptase reaction 

In the present context, the use of said parameters is considered as resulting in lack of 
clarity.lt is not possible to compare the parameters which the applicant has chosen to use 
with what is disclosed in prior art. The resulting lack of clarity is such that it is not 
possible to carry out any meaningful search. Consequently, the search was limited to the 
compounds specifically mentioned in the claims. 

Claims 1-27 of the present application concern a compound/use defined by reference to a 
desired characteristic or property, namely treatment of disorders involving reverse 
transcription by reverse transcriptase substrates without immediately blocking reverse 
transcriptase, enabling to control the fidelity of reverse trancripta se, enabling the 
introduction of controlled mutations, enabling the control of the^rad ual na ture^of reverse 
transcriptase, inducing mismatches preferably of the Wobble type, the ANTI-SYN type, 
the Hoogsteen type and/or reverse Hoogsteen type, reverse Watson-Crick type of 
polynucleotide chains after incorporation of nucleotide analogues by reverse 
transcriptase. 

The claims cover all the compounds/methods/uses having said characteristic or property, 
whereas the application provides a support basis for only a very limited number of such 
compounds/uses. In the present case, the claims are so lacking in support basis and the 
application is so lacking in disclosure that it is not possible to carry out any meaningful 
search covering the whole spectrum covered by the claims. Notwithstanding the reasons 
mentioned above, the claims are also lacking in clarity. Indeed, there has been an atttempt 
to define the compounds and/or their use by means of the result to be achieved. In the 
present case, the lack of clarity is likewise such that it is not possible to carry out any 
meaningful search on the whole spectrum covered. Consequently, the search has been 
carried out only for parts of claims whereof the subject matter appears to be clear, 
supported and sufficiently disclosed, namely the compounds specifically mentioned in 
Claim 18 and the 6-(2-deoxyribofuranosyl)-6H-8H-3,4- 

dihydropyrimido[4,5c][l ,2]oxazin-7-one and 6-(2-deoxyribofuranosyl)-N6-methoxy-2,6- 
diaminopurine derivatives as far as Claim 20 is concerned (Cf. Page 26, first paragraph of 
the description). 
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The applicant's attention is drawn to the fact that some claimed parameters (Claim 1 : 
"not terminating the reverse trancriptase reaction") contrast with the examples of the 
description. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the 
subject of a preliminary examination report (PCT Rule 66.1(e)). The applicant is advised 
that the line of conduct adopted by the EPO acting in its capacity as International 
Preliminary Examining Authority is not to proceed with a preliminary examination of a 
subject matter in respect of which no search has been carried out. That attitude will 
remain unchanged, notwithstanding whether or not the claims have been modified, either 
after the search report has been received, or during any procedure under Chapter II. 
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Suite du cadre 1.2 



Les revendications 1-27 presentes ont trait a une utilisation/composition 

defini (entre autres) 

au moyen des parametres suivants: 

PI- des analogues nucleotidiques et plus specif iquement choisis parmi 
Tensemble des nucleotides modifies des ARN de transfert procaryotes ou 
eucaryotes 

P2: un agent anti retroviral choisi parmi le groupe compose des 

inhibiteurs de la reverse transcriptase nucleotidiques ou non 

nucleotidiques 

P3: une antiprotease virale. 

P4: un analogue nucleotidique ne terminant pas la reaction de reverse 
transcriptase. 

[.'utilisation de ces parametres est consideree , dans le present 
contexte, comme menant a un manque de clarte. II est impossible de 
comparer les parametres que le deposant a choisi d'utiliser avec ce qui 
est revele dans l'etat de la technique. Le manque de clarte qui en 
decoule est tel q'une recherche significative complete est impossible. 
Par consequent, la recherche a ete limitee aux composes specif iquement 
mentionnes dans les revendi cations. 

Les revendications 1-27 presentes ont trait a un(e) compose/utilisation 
defini en faisant reference a une caracteristique ou propriete 
souhaitable, a savoir le traitement des affections faisant intervenir la 
reverse transcription par des substrats de la reverse transcriptase sans 
bloquer immediatement la reverse transcriptase, permettant de control er 
la fidelite de la reverse transcriptase, permettant 1 'introduction des 
mutations controlees, permettant le controle de la progressi yite de la 
reverse transcriptase, induisent des mesappariements de preference de 
type Wobble, de type ANTI-SYN, de type Hoogsteen et/ou de type reverse 
Hoogsteen, de type reverse Watson-Crick des chaines polynucleotidiques 
apres incorporation des analogues nucleotidiques par la reverse 
transcriptase. 

Les revendications couvrent tous les composes/methodes/utilisations 
presentant cette caracteristique ou propriete, alors que la demande ne 
fournit un fondement que pour un nombre tres limite de tels 
composes/utilisations. Dans le cas present,, les revendications manquent 
de fondement et la demande manque d' expose a un point tel qu'une 
recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. Independamment des raisons evoquees 
ci-dessus, les revendications manquent aussi de clarte. En effet, on a 
cherche a definir le compose et/ou leur utilisation au moyen du resultat 
a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas present, d'un nouveau 
tel qu'une recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. En consequence, la recherche n'a ete 
effectuee que pour les parties des revendications dont l'objet apparait 
etre clair, fondeet.suflisamment expose, a savoir les composes 
specif iquement mentionnes dans la revendication 18 et les derives 
6-( 2-deoxyr i bof ur anosyl )-6H , 8H-3 , 4-d i hydropyr i mi do 4 4 , 5-c ! ' 1 , 2 ! oxazi n-7-on 
e et 6-(2-deoxyribofuranosyl )-N6-methoxy-2,6-diaminopurine en ce qui 
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concerne la revendication 20 (Cf. page 26, ler paragraphe de la 
description). 

[.'attention du demandeur est attiree sur le fait que certains parametres 
revendiques ( revendication 1: ne terminant pas la reaction de reverse 
transcriptase") contrastent avec les exemples de la description. 

[.'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications , 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1'OEB 
agissant en qualite d* administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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